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En relacién con la ulitma providencia recalda en aste expediente, le manrfiesto

lo siguente

1 Debidamente traducida, la copia oficial de la solicitud de patente bésica
estadounidense No 09/391 292 ya fue presentada con mi escnto del 24 de
Octubre del 2000

2 Se acompafia el arte final por tnplicado

3 Se acompafia el documento de poder que me otorgd la sociedad Uniroyal

Chemical Co Uniroyal Chemical Cie , en copia auténtica

4 Se ha procedido a indicar las unidades en el Sistema Intemacional de
Unidades, por tal motivo acompario nuevas hojas 6, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18,19, 20y 21
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Castiiiie Gram & Asoclades EZ

X

5 En cuanto al susttuyente "X" le indico lo siguiente

Sobre las reivindicaciones 1 y 2 es bien claro que X tiene definiciones muy
nitdas y precisas en la descnpcidn (pagina 3) y, para aclarar la duda, al
decir que X es un fenil, un fenl (alcox Cs-Cy4), un fenoxa 6 un bencil, se esta
definiendo en la reivindicacidn que X también puede ser un sustituyente de
los antenormente mencionados, 0 X también puede representar sustituyente
(s) ipo halégenos, alquilos de Cy a C4 Yy alquiiios de Cya Cy,

De igual modo, en las reivindicaciones 3 y 4 se ampllan las defimciones de X

tanto para |la forma (1) o (Il) del compuesto denvado de la femilhidrazina
En consecuencia, se eshma que el capltulo reivindicatono es claro y preciso
y al indicar o refenrse al grupo a esta definiendo sustituyentes del fenil, del

fenil (alcoxi C4-C4), del fenoxi o del benail

Le solicito entonces continuar con este tramite

De Ustedes )

GERMAN CASTILLO
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EL SUSCRITO CONSUL DE COLOMBIA
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA

Que el (la) Sr (a) EDITH SALISBURY Clerk Asistente del condado de New
Haven, estado de Connecticut, venficd la firma del (la) sefior(a) MARLENE P

MAGONE como notario (a) Publico (a) del mismo condado, quien ejerce las
funciones alll expresadas y que la firna y sello que aparecen en el documento
anexo, son los que usa y acostumbra en sus actos oficiales

Que el Notario(a) armiba mencionada venficd las firmas del seflor (a) DANIEL
REITENBACH quien firmé ante él (la) el precedente documento manifestando su
calidad de Secretano Asistente debidamente autonzado para otorgar este tipo de
cocumentos a nombre de UNIROYAL CHEMICAL COMPANY, INC vy
UNIRQYAL CHEMICAL CO/ UNIROYAL CHEMICAL CIE,, compafia

organizada bajo las [eyes de Canada

Que ha tenido a la vista los documentos probatonos de los hechos citados
antenorments, los cuales forman parte integral del precedente documento

Se expide la anterior certificacion de conformidad con el articulo 258 del Céodigo
de Procedimiento Civil y 480 del Cddigo de Camercio a solicitud del interesado a

los 6 dias del mes de Septiembre del 2000 -
=
NO SE ASUME RESPONSABILIDAD POR EL CON ELen ot
DOCUMENTO ADJUNTO oo\ HS
b2 gﬂ
= =
e ﬂg
=
'Oln:_ o ¥ & e E ’
oopat con o m = 3
< - i bC Coemd® 8] 8 &=
28 SET. 2000 ZE‘ gg © S
GOPA MEDINA DE LOPE S S5
NOTARIA VEINTIEHS = 2¢

P o
 Soncide con 4 gl
?_ "ﬁ%“;m:
28 SET. 2000

M MEDINA BE LGPE2 Vlﬂ

NOTARIA VENTISES




-l il g

]
b

El

FOR PATENTS AND TRADE MARKS IN
COLOMBIA

6381 CO J\Ak
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PODER GENERAL

)] UNIRQYAL CHEMICAL CO,/UNIROYAL CHE

MICAL CIE.

domiclliade en (2) Elnira, Ontario, Cemada

nombra al Dr (3) German Castilio Grau y/o Adnana
Castlllo Gibsone y/o Lule Felipe Castilio @ibsone

con oficinas on Ja
Carrera 13 No 37 -43 Plso 12 en Bogots,
Colombla como sus representantes con poder
especial ampllo y suficiente, para recabar de
lag oficinas autondades Colombianas,
administrativas, judiciales o de policfa, en
primera o segunda Instancla, la obtencién de
Patentes de Invenclén, Registro de Marcas, de
Modelos y de Dibujos Industriales, de Nombres
Comerciales y Ensefias, lo mismo que
traspasos, extensiones, renovaciones, cambios
de nombre, registro de licencias de explotacién
y registro de licencias de uso referentes a tales
actyaclones, a cuyo efecto les faculta para dar
ente dichas autordades todos los pasos
necesarios al objeto Indicado, elevar
solictudes, formular descripciones, enmiendas,
protestas, deciaraciones, apelaciones y
reclamos, solicitar la aplicacién de medidas
cautelares, aceptar en nuestro nombre y
reprasentaclén Ja Cesién de derechos de
Invencidn y de patente de invencibn que se nos
haga por cualquier persona, abonar todos los
impuestos, cuctas y pagos determinados por la
ley, reciblr todos los documentos y valores
dando el descargo respectivo llenar
cualesqulera otros requisitos, desistir y tomar
en fin fodas [as medidas que creyeren
conducentes al resguardo de nuestros
intereses y en caso de presentarse oposiciones
para que Intervengan como demandantes o
como demandados, con todas las demds
facultades legales necesarias Este poder
comprende ademds las facultades de recibrr,

3

GENERAL POWER OF ATTORNEY

(1) UNIROYAL CHEMICAL CO,/UNIROYAL
CHEMICAL CIE,

domiclied in (2) Blmiza, Quntario, Canada

hereby appoint Dr (3) German Castillo Grau and/or
Adriana Castiio Gibsone and/or Luis Felipe Caslllo
Glbsons

With
offices at Carrera 13 No 37 43 Piso 12 en
Bogotd, Colombia as our representatives with
special, ample and sufficient power to obtain
from the offices and Colombian authoriies,
administrative, judicial and police, in first or In
second Instance, Patents of invention
registration of trade Marks, of Models and
Industnal Drawings, of Commercial Names and
ensigns, as well as assignments, extensions
renewals changes of name registration of
icences of explotation and of licences of use
refering o said aclions who are empowered to
take before said authorities all of the necesary
sleps for the purposes Indicated, to file
applications, to formulate descriptions,
corrections, protests declarations appeals and
clams, apply for precautionary measures, to
accepl on our behalfl and representation the
assignment of nghts of invention and ttles of
invention that may be done to us by any
person, {o pay all taxes, quotas and payments
prescribed by law, to receive all the documents
and proceeds giving the respective acquitance
or receipt, to fulfil any other requisites to desist
and take in facl any olher measures that may
be deemed conducive to the safeguard of our
interests, and n case oppostions are
presenied {o inlerevene as complanant and
defendant, with all neccesary legal facultles
This power of attorney inciudes the faculties to
receive desist, compromise, transact,
substitute it in all or in part, to revoke
substitutions, to receive notifications and to

!

desistir, transigwr, comprometer, sustiulr, appoint extra-judicial or judiclal attorneys
revocar sustituciones, recibir notificaclones y '
Jnorinbrar apoderados judiciales o exira-
udiciales

B I
Dado y firmado en (4) .~ ﬁ:.'-’,'?ﬁ% ::mu ilven a:d:gn;;(;; (4) Middlebury, Cannecticut

L ugus .
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STATE OF CONNECTICUT
COUNTY OF New Haven } # Middlebury
L Edith Salisbury, Assistant Clerk of the Town of __Mlddlebury

m sud County do hereby cerufy thae ___Marlene P Magone
by and before whom the foregong (or annexed) acknowledgment was taken, was at the ume of takung the same
a notary public (or other officer) remding (or authonzed to act) in smd County, and was suthonized by the laws

of said State to take and certify acknowledgments i said State, and, further that I believe that the signature to
the ceruficate of acknowledgment s gentune.

IN TESTIMONY WHEREOF 1 have hereunto set my hand and affixed the sea] of the State and Town thu

16th August

day of »:_2000

, o Nfgrm Voo dofCrouo de fa&.e(__.ng L. d 7,ﬁad.,
o cnongralquese | pAgs)stant Town Clerk/
~ - Hpca0C Colombm

28 SET. 2000

SOFIA MEDINA DE Lopezgu

NOTARIA VEINTISEHS
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STATE OF CONNECTICUT )

ss, MIDDLEBURY
COUNTY OF NEW HAVEN )

On this 14™ day of August 2000, personally appeared before me, a Notary Public,
DANIEL REITENBACH, who 1s authorized to act on bebalf of UNIROYAL
CHEMICAL COMPANY, INC and UNIROYAL CHEMICAL CO /UNIROYAL
CHEMICAL CIE , and who executed the foregoing document and produced sufficient
proof on his power to execute the said document on behalf of the above-mentioned
corporation and he duly acknowledged to me that he executed the same for the uses and

purposes therein expressed

P Magone
Notary Public
My Commusion Expires Apnl 30 2005

Como del mhtal
Qi ma.:a';,“"“‘m%rn.
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SOFIA MEDINA DE LOPEZ WiflA
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TRADUCCION OFICIAL NO 8224 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
INGLES realizada por Mana Mercedes Uncoechea T, Traductora/Intérprete Oficial
segun Res 10607 del 31 de diciembre de 1981 del Mirusteno de Justcia Bogotd, 19
de septiembre del 2000

LEGALIZACIONES DE UN PODER GENERAL CON TRADUCCION AL
ESPANOL, CONFERIDO POR UNIROYAL CHEMICAL CO./UNIROYAL
CHEMICAL CIE. A LOS DOCTORES GERMAN CASTILLO GRAU Y/O
ADRIANA CASTILLO GIBSONE Y/O LUIS FELIPE CASTILLO GIBSONE.

PODER SUSCRITO por DANIEL REITENBACH, Secretano Asistente, el 14 de agoto
de 2000 en Middlebury, Connecticut

RECON NTO NOTARIAL
ESTADO DE CONNECTICUT
CONDADO DE NEW HAVEN Juramentado y Suscnito, MIDDLEBURY

En la fecha, 14 de agosto de 2000 comparecid personalmente ante mu, un
Notano Publico, el seflor DANIEL REITENBACH, autonzado para actuar en nombre
y representacién de UNIROYAL CHEMICAL COMPANY, INC y UNIROYAL
CHEMICAL CO /UNIROYAL CHEMICAL CIE, y quen suscnbi® el documento
adjunto y quien presentd evidencia suficiente de su facultad para hacerlo en nombre y
representacidn de la citada compafia y quen reconocié debidamente ante m que
suscribio tal documento para los usos y prop6sitos alli expresados

(FIRMA) Marlene P Magone Notana Publica Mi comision termuna el 30 de
abnl de 2005 (SELLO EN RELIEVE)

LEGALIZACIONES
Come dal do |
‘ -ﬁWﬁr
|, W, C Colombn.
28 SE )
Mada * ~has
SOFIA MEDINATIR{OREZ WILLA r-; " v er
NITAFIA R INTS, 1% =
| SRR T i bradulis i e A




Trnducoitn Oficial No 8224
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ESTADQ DE CONNECTICUT
CONDADO DE NEW HAVEN Juramentado y suscnito

Yo, EDITH SALISBURY, Secretania Asistente de la ciudad de Middlebury en
dicho Condado, certifico que MARLENE P MAGONE por y ante quen se tomb el
reconocimuento adjunto, era en la fecha de hacerlo, una Notana Pubhca residente en
dicho Condado, y sutorizada por las leyes de dicho Estado para tomar y certificar
reconocimientos en dicho Estado, certifico ademas que creo que la firma en el
certificado de reconocimiento es auténtica

EN TESTIMONIO DE LO CUAL firmo y estampo el sello del Estado y
Cuwdad, hoy 16 de agosto del 2000

(FIRMA) EDITH SALISBURY Secretana Asistente (SELLO EN RELIEVE)

EN ESPANOL (1) Legalizaci6n de la fimma y cargo de la Secretana Asistente del
Condado y de la Notana Pablica, (2) autonidad del sefior DANIEL REITENBACH
para suscnbir el Poder; y (3) existencia legal de las compafias UNIROYAL
CHEMICAL INC, y UNIROYAL CHEMICAL CO /JUNIROYAL CHEMICAL CIE
todo lo antenor por parte del Consulado General de Colombia en Nueva York, de
fecha 6 de sepiembre de 2000, y por el Jefe de Legalizaciones del Mimsteno de
Relaciones Extenores, de fecha 18 de septiembre de 2000, bejo el No 338644

LA ANTERIOR ES UNA TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE LA CUAL SE DEJA COPIA ENLOS
ARCHIVOS DE LA CALLE 84 NO 18-38 OF 201 PARA SU CONFRONTACION TEL 623
3301

«

Como N del Crculo do
¥ ﬁ&%@gd qu
MARIA MERCEDES URICOECHEA T - 8 DC  Colomb
C C 41 319,274 BOGOTA 28 SET. 2000
TRADUCTORA/INTERPRETE OFICIAL
RES 10607 DEL 31 DE DBRE/81 MINJUSTICI 8OFIA MEDINA DF LOPEZ VILLA
NOTARIA VEINTSISS
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Para el tratamiento de plantas (incluidas partes de las plantas),
preferiblemente, los compuestos utiles en el método de esta invencion son
aplicados en emulsiones acuosas que contengan un agente de dispersion
tensoactivo el cual puede ser no i1onico, cationico 0 anionico Los agentes
tensoactivos adecuados incluyen los que se conocen en la tecnica, tales
como los que revela la Patente estadounidense No 2,547,724 (columnas 3
y 4} Los compuestos de la invencién pueden ser mezclados con dichos
agentes de dispersién tensoactivos, con o sin un selvente organico, como
concentrados para la postertor adicion de agua y producir asi
suspensiones acuosas de los compuestos a niveles de concentracion

deseados

Ademas, los compuestos pueden ser empleados con vehiculos que
sean pesticidamente activos, tales como insecticidas, acaricidas,

fungicidas o bactericidas

Se entendera que la cantidad del compuesto en una formulacion
determinada utiizada en el metodo de esta invencion, dependera del
hongo especifico que vaya a ser combatido, as1 como en la composicion
quimica especifica y la formulacion del compuesto que vaya a ser
empleado, del método de aplicacion del compuesto/formulacion y del sitio
del tratamiento, de manera que la cantidad fungicidamente efectiva del
compuesto puede variar ampliamente No obstante, por lo general, las
concentraciones del compuesto en cuanto al ingrediente activo en
formulaciones fungicidamente efectivas en el metodo de esta invencion
pueden vanar entre aproximadamente 0 1 a aproximadamente 95% por
peso Las diluciones en rocio pueden ser tan bajas como unas pocas
partes por millén, mientras que en el extremo opuesto, los concentrados
de intensidad total del compuesto, pueden ser aplicados de manera util
mediante tecnicas de volumen ultra bajas La concentracion por area de
unidad, donde las plantas constituyen los lugares del tratamiento, pueden
vanar entre aproximadamente 0 01 y aproximadamente 22,7 Xg. cada
‘4000 mts con concentraciones entre aproximadamente 01 y
aproximadamente 4,54 kg, por cada 4000 mts, siendo empleada
preferiblemente para cultivos tales como maiz, tabaco, arroz y similares

método para controlar hongos utilizando derivados de fenilhudrazina

- g5 0



de los compuestos de la tabla 3 La cantidad de agua agregada 4 la
solucion final vario segun la concentracion deseada, reportada en pattes

por millones (ppm)

Caontrol de moho nolvoso mediante aphicacion fohar

Se sembro cebada *Rodeo® en potes de 100 mm, de ancho que
contenian un medio adecuado de crecimiento de plantas y se cultivo
durante 6 dias Cada tratamiento o quimico de la Tabla 3 se hizo dos veces
y cada pote contenia ocho plantas Para cada prueba, se dejaron sin tratar

dos potes de cebada que sirvieran de control

Cada uno de los compuestos probados fue formulado como ya se dyo
a una concentracion de 1000 mg de compuesto por htro de agua maws
=an= 0 300 mg de compuesto por litro de agud sw=sss= N el caso el
Compuesto 2 y del Compuesto 5 La emulsion que resulto fue aphcada a
las hojas de la cebada utiizando un atomizador presurizado a 172.3 KPa~
207 XPa.~ = = = = Las plantas tratadas junto con los controles sin
traar fueron colocados en un mvernadero y se mantuvieron entre 21y
25°C Un dia despues del tratamento, todas las plantas fueron
moculadas con comdia de Erysphe gramurus fsp horder cepillando las
hojas de las plantas de cebada infectadas con moho sobre las hojas de las
plantas tratadas Una semana despues del tratamiento, se les clasifico a
las plantas los sintomas de moho polvoso utilizando una escala de 0 a 6,
donde 0= a ninguna enfermedad y 6= sintomas severos del moho El
control del porcentaje $e calculado comparando las clasificaciones de la
enfermedad de las plantas tratadas con las de las plantas sin tratar Los
resultados de estas pruebas se indican en la Tabla 4A con el titulo

“Cebada PM"

A los compuestos de la Tabla 3 se les probo el control de moho
polvoso de fryol causado por Erysiphe polygom preparando potes que
contenian fryol pinto (Phaseolus vulgans) de la misma forma descnita para
la cebada Los metodos para la aplicacion del quimico, mnoculacion con el

patogeno y clasificacion de la enfermedad fueron identicos a los descritos
12
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en el paragrafo anterior Los resultados de estas pruebas se indican en la
tabla 4 A bajo el tritulo *Frijol PM”

Control de moho polvoso mediante toma sistemica de la raiz

Se prepararon los compuestos de la Tabla 3 tal como se describio
antes y se les probo su eficacia contra moho polvoso de cebada causado
por Erysiphe gramurus f sp hordei, y mloho polvoso de cocombro ausado
por Erysiphe cichoracearum A cada compuesto se le evalud la prevencion
o control de moho polvoso cuando era aplicado como pocion, dando como
resultado la toma de los compuestos en cuestion por parte de las raices de
cebada o cohombro y luego la distribucion sistémica al follgje

Potes de cebada (‘Robust) o cohombro {‘Marketmore 70’ fueron
cultivados de la misma forma que las plantas de cebada utihzadas para
aplicaciones fohares Los potes de cebada tenian ocho plantas, mientras
que los de cohombro contenian dos plantas Aproximadamente una
semana después de la siembra, se agregaron a los potes de cebada o
cohombro 45 ml de una composicion de emulsién, formada como ya se
dyo Especificamente, cada 45 ml de cada compuesto fue empapado en el
suelo de dos potes que contenian cebada y en dos potes que contenian
cohombro, a una tasa de 25’ g de compuesto por Iitro de agua ==m==n=
Se probaron dos compuestos, Compuesto 2 y Compuesto 5, a una
concentracién de 300 g de compuesto por hiro d agua m=cx=—m== St
dejaron sin tratar dos potes de cebada y dos de cohombro para que
sirvieran como controles del experimento La inoculacién de las plantas se
hizo como ya se describif, y las plantas fueron clasificadas por sintomas
de moho polvoso una semana despues del tratamiento utiizando una
escala de O a 6, donde O= ninguna enfermedad y 6 = sintomas severos de
moho polvoso E! control del porcentaje fue calculado comparando las
clastficaciones de las plantas tratadas con las plantas sin fratar Los
resultados de estas pruebas se encuentran en la Tabla 4B bajo los titulos -

Cebada PM” y -Cohombro PM”

método para controlar hongos utihzando derrvados de femlhidrazina
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Control de_expiosion de cebada mediante tratarmento fohar

Se cultivaron cinco plantas de cebada (‘Eodeo’) en potes de
100 mm de diametro, con dos réplicas para cada tratamiento Se incluyo
igualmente un pote de verficaciébn y se replico dos veces Los potes no
sujetos a control fueron rociados con composiciones de emulsion
preparadas como ya se dpyo, y cada composicion se probo a una
emulsién x lityo d? ega.

concentracién de 1000g de/ E! Compuesto 2 y ¢ mpuesto S5 {ueion

emulsién x litro de a.
probados a una concentracion de 300g de/ La edad promecio de las
plantas fue de 10 dias Vemnticuatro horas luego de aplicar las
composiciones, los potes tratados y sin tratar fueron inoculados con el
patogeno, Pynculana gnsea, a una concentracion de 40,000 a 50,000
comdlq/ml como rocio foliar Se agregd Tween 20® (0 05 vol /vol ) para
ayudar a humedecer ¢l follaje y las plantas fueron rociadas para escurrir

la suspensién de conidia

Todos los potes 1noculados fueron colocados en una camara
ambiental a 26°C y >95 de humedad relativa Las plantas de cebada
fueron incubadas durante 24 horas en la cdmara, luego de lo cual fueron
transferidas a un vivero donde se les observé el desarrollo de sintomas de
explosion (6 a 7 dias posteriores a la moculacion) La enfermedad [ue
evaluada utiizando una escala de clasificacion de 0 a 6, donde 0= indica
que no hay lesiones presentes de expiosién 6= indica que hay sintomas
severos El control del porcentaje de explosion se calculé comparando las
clasificaciones de las plantas tratadas con las de las plantas sin tratar
Los resultados de estas pruebas se indican en la Tabla 4 A bajo el titulo -
Explosion de Cebada”

trol de M n Ce or nto fe

Se sembraron dos potes, cada uno con 10 plantas de cebada
(‘Robust’) Las plantas fueron tratadas con las composiciones arriba
descritas las cuales habian sido formuladas del mismo modo que para los
ejemplos anteriores Los potes tratados y sin tratar (de control) fueron

luego mmoculados con una suspension mocula compuesta por 20 000
14
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comdia/ml de Helminthospornium sativum y se agregaron dos gotas de
Tween 20 por 100 ml de solucion para mejorar la humectacion El
procedimiento de inoculacion y de incubacion fue identico al utilizado en

las pruebas de explosién de cebada

Las plantas inoculadas fueron luego colocadas en un vivero
donde se les observ6 el desarrollo de sintomas, normaimente 6 a 7 dias
posteriores a la inoculacion La enfermedad fue evaluada utihzando una
escala de clasificacion de 0 a 6, donde 0= indica que no hay lesiones
presentes de mancha 6= indica que hay sintomas severos El control del
porcentgje de explosidn se calculo comparando las clasificaciones de las
plantas tratadas con las de las plantas sin tratar Los resultados de estas
pruebas se indican en la Tabla 4A bajo el titulo -Mancha de Cebada®

E 1cacion de Oxido de Frjol por trat ento foliar

Se sembraron dos plantas de fryol pinto (Phaseolus vulgans)
en potes de 100 mm . de diametro y se¢ replicaron dos veces Diez dias
mas tarde, cuando salieron las hojas, las plantas a ser tratadas o dejadas
sin tratar como controles fueron inoculadas con una suspension acuosa de
uredosporos del patégeno de 6xido de fryol, Uromyces appendiculatus El
méculo fue ajustado a una concentracién de 20 000 uredosporos/ml y
se agreégaron dos gotas de Tween 20® por 100 ml de solucion para mejorar
la humectacién Las plantas inoculadas fueron luego colocadas en una
camara ambienta a 26°C p y >95 de humedad relativa 24 horas despues
de la moculacién, las plantas fueron removidas y tratadas con las
composiciones fungicidas arriba descritas en clasificaciones 1dénticas
Inmediatamente después del tratamiento, las plantas fueron colocadas en
un vivero donde se les observd el desarrollo de sintomas, normalmente 6 a
7 dias posteriores a la inoculacién La enfermedad fue evaluada utilizando
una escala de clasificacion de 0 a 6, donde 0= indica que no hay lesiones
presentes 6= indica que hay sintomas severos de oxido de frijol  El
control del porcentaje de explosion se calculd comparando las
clasificaciones de las plantas tratadas con las de las plantas sin tratar

15
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Los resultados de estas pruebas se indican en la Tabla 4A bajo el titulo -
Oxido de Fryol®

Control de porcentaje de hongos fitopatogenos in vivo

TABLA 4 A

Aplicacion fohar

Cebada | Explosion | Fryol PM | Mancha | Oxido de
10009/ |1000 g/ | 1000 g/ | 1000g/ | 1000g/
1tr, agual 1tr.agua | 1tr.agud | 1tr.agua: | 1tr,agua
1 0 0 0 0 0
3 90 70 90 100 0
4 0 65 100 100 85
6 0 0 0 0 0
7 0 35 100 70 0
300g/ 300g/ 3009/ 300g/ 300g/
itr,agua | ltr.agua | ltr.aguajltr.agua | 1ltr.agua
2 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
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TABLA 4B

Control de porcentaje de hongos fitopatogenos in vivo

Aplicacion de pocion

Cebada | Cohombro
Compuesto PM PM

10009/ 1o000g/
itr.agua | ltr,agua

1 0 0

3 0 0

4 0 0

6 0 0

7 20 0
300g/ 300g/
ltr.agua | 1tr, agua

2 0 0

5 0 0
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Control n ecles de hongos it vitro

Cada uno de los compuestos d la Tabla 3, salvo el Compuesto 5, fue
solubilizado en acetonei.gara llegar a una concentracién final de 500g de
compuesto 5 por litrd de a&xa.

En cada una de las soluciones de prueba se sumergieron discos de papel
de filtro con un didmetro de 11 mm y luego se dejaron secar al aire con el
fin de evaporar el solvente del disco Se prepararon dos discos por

tratamiento, y un numero 1gual de discos se dej6 sin tratar paia que

sirvieran como controles

En seguida, los discos tratados y sin tratar fueron colocados sobre
placas petr1 de 100 x 15 mm que contenian dextrosa de papa solidificada
(PDA) Se prepardé un numero suficiente de discos tratados y sin tratar con
el fin de permutir la prueba de todas las composiciones fungicidas para el
control de Botrytis cnerea (B anerea), Colletotnchum gossyppr (C
Gossyppi), Cercosporidium personatum (C personatumj, Fusanum ruvale (F
Muale), Phytopthora infestans (P Infestans), Pythum ultimum (P ulbtmum),
Rhizoctorua solai (R Solami), Sclerotima munor (S Minor) y Septona
nodurum (S Nodurum) Los discos tratados y sin tratar fueron inoculados
colocando en el centro del disco un tampon de 6 mm cortado de un area
de crecimiento activo de un cultivo de cada uno de los hongos de la lista
El tapon fue orientado en el disco con el fin de que la estera miceha!l del
tap6n entrara en contacto con el disco tratado o sin tratar En el caso de
C Personatum, se colocaron en la superficie de los discos tratados y sin
tratar dos gotas de una suspensiébn conidial/micelial ajustada a una
concentracién de 20 000 propéagulos por ml

Luego, dos placas que contenian discos moculados fueron colocados
en un incubador tipo gravedad a 25°C y se incubaron de 5 a 7 dias La
inhibicién del crecimiento fue evaluada midiendo el radio de las colonias
fungales que salian del tapén onginal de inéculo en los discos tratados y
comparando e¢stas mediciones con las que se tomaron de los discos sin
tratar Los resultados de la prueba 1n vitro aparecen en las Tablas S5A y

SB
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En el caso del Compuesto 5, se utihizé6 un metodo diferente para 'q
evaluar la actividad fungicida contra las especies fungales antes descritas
Se prepardé una solucion concentrada de cada una de las composiciones
fungicidas armba descritas, disolviendo 0 01 g del compuesto en 0 75 ml

co to

de acetona para lograr una concentracion final de 15000g de/ . nes
5/1itro de agua,
scguida, a pozos individuales en una placa microlitro de 96 pozos que
contenia 50 ul de caldo de dextrosa de papa En cada placa se dejaron sin

tratar 4 pozos para que sirvieran como controles

Se prepar6 una suspensién que contenia 10 000 fragmentos de
célula o conidia ml (dependiendo del hongo), raspando placas petri que
contenian cultivos activos de cada hongo de prueba con un enjugador de
caucho y homogenizando la suspension con un tnturador de tejido de
vidrio La concentracion final se midio utilizando un hemacitometro, y se
agregaron S0 pl de la suspension fungal a cada uno de los pozos en la
placa microhtro tratada anteriormente Se utihzando placas separadas
para cada hongo, y la concentraciéon final del quimico de prueba fue de
150@/11/“&&33 T ary incubacion, cada placa fue colocada sobre un lector
fotométrico de microplacas de 8 canales, a una absorbencia de 492 nm y
se tomé una lectura inicial para establecer una linea de base para cada

célula en la microplaca

Las placas de microlitro fueron luego incubadas durante 48 horas en
una camara de incubacién a 26°C con el fin de permitir un crecimiento
Optimo de os hongos de prueba Luego de la incubacidn, las placas
microlitro que conteman los hongos fueron removidas y evaluadas con el
lector fotometrico antes descnito En principio, a medida que aumenta el
crecimiento fungal, aumenta a densidad 6ptica de la solucidn en los pozos
ndivnduales de la microplaca y se puede hacer la medicién fotometrica
Por lo tanto, las lecturas tomades luego de la incubacion de las
microplacas que contenian los quimicos de prueba y los hongos fueron
restadas de las lecturas iniciales para medir la cantidad de crecimiento en
un periodo de 48 horas La inhibicion de porcentaje de cada hongo por los
quimicos de prueba se calculo comparando los valores de absorbencia de
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los pozos tratados con los pozos sin tratar Los resultados de esta pru&j):l
del Compuesto S se encuentran en las Tablas SA y 5B

TABLA S5A

Control de porcentaje de hongos fitopatégenos in uitro

B C C F P
Comp | Cnerea | gossypu | personatum nwwale investans
5009/ 5009/ 500g/ 5009/ 5009/
ltr.agua | 1tr,.agua | 1tr.agua 1tr.agua |1ltr.agua
1 10 80 0 0 85
2 91 100 100 10 0
3 85 100 0 84 100
4 100 100 100 100 100
6 85 100 0 84 100
7 100 100 100 100 100
150g/ 1509/ 1509/ 1509./ 15
ltr.agua | 1tr,agua| ltr.agua 1tr.agua ltr?ga{ma
S 90 10 0 70 45
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TABLA 5B

q5

Control de porcentaje de hongos fitopatogenos in vitro

P ultimum R solaru S mwnor S nodurum
Comp | 5009/ 5009/ 5009/ 5009/
1txr,agua 1tr.agua- | 1tr,agua 1tr.agua
1 100 5 0 25
2 47 0 5 -
3 100 78 100 90
4 100 70 100 75
6 45 0 100 0
7 70 75 100 100
1509/ 1509/ 1509/ 1509/
1tr,agua 1tr, agua 1tr.agua 1tr.agua
5 0 85 45 -

método para controlar hongos utilizanda derivados de feulludrazing
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