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DESCRIPCION
Métodos para controlar algas con taxtomina y composiciones de taxtomina
REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad o el beneficio segin 35 U.S.C. 119 de la solicitud provisional estadounidense n°
60/910.723 solicitada el 9 de abril de 2007, los contenidos de la cual se incorporan completamente aqui por referencia.

ANTECEDENTES
1. Campo técnico

[0002] Esta descripcion se refiere a la inhibicion del crecimiento de algas con una o mas taxtominas. Los métodos son
utiles para su aplicaciéon en agua, tal como agua sin tratar, o superficies contaminadas con algas o equipamiento que
necesita tratamiento para controlar, minimizar y/o eliminar algas.

2. Antecedentes

[0003] Muchas piscinas, estanques, lagos, tanques, estuarios y océanos contienen una poblacién sustancial de algas
suspendidas en la columna de agua del cuerpo de agua. Estas algas aportan al agua una apariencia verdosa y
frecuentemente turbia que muchos observadores encuentran poco atractiva. Las aglomeraciones flotantes de algas
filamentosas indeseables se pueden dar también. La proliferacién de algas, en la que se encuentra una alta
concentracion de algas en un cuerpo de agua, provoca bajos niveles de oxigeno disuelto y afecta a las poblaciones
acuaticas y de peces. En algunos casos, tales condiciones llevan a la muerte de los peces y a la reduccion de la calidad
global de un cuerpo de agua.

[0004] Los métodos utilizados actualmente para controlar el crecimiento de algas incluyen el tratamiento del agua con
alguicidas. Por ejemplo, la patente de EEUU n° 5.407.899 describe sulfato cuprico usado para el control de algas. WO
01/56386 divulga varios herbicidas y fungicidas agricolas conocidos que tienen una actividad antialga. Los agentes
alguicidas conocidos matan las algas y devuelven al agua una apariencia mas deseada de aguas claras o menos
coloreadas. No obstante, los alguicidas conocidos plantean el problema de que pueden ser costosos y potencialmente
téxicos para el entorno. Ademas, después de que se hayan disipado los alguicidas, el uso de alguicidas no altera
necesariamente las condiciones del agua, por lo que sigue siendo adecuada para que vuelvan a crecer algas y/o se
reanude la contaminacion.

[0005] Las taxtominas son un grupo conocido de fitotoxinas, no obstante, aunque la taxtomina A y sus analogos
muestran muchas de las propiedades biologicas deseables en herbicidas potenciales, son conocidas por falta de
fitotoxicidad sistémica, fundamental para ofrecer un control de hierbajo fiable en el campo con indices bajos de
herbicida. Véase, por ejemplo, Herbicidal Properties of the Thaxtomin Group of Phytotoxins, J. Agric. Food Chem., Vol.
49, No. 5, 2001, p. 2298-2301.

[0006] Tanto la contaminacién con algas como el uso de alguicidas contindan siendo problematicos. El retratamiento de
entornos contaminados supone el coste global del tratamiento, y aumenta la posibilidad de acumulacion téxica del
alguicida en el entorno. Asi, existe una necesidad continua de alguicidas nuevos y métodos para utilizar y fabricar
alguicidas y sus formulas. Por otra parte, existe una necesidad continua de identificar los alguicidas que se puedan
fabricar facilmente y/o que sean menos dafinos para el medio ambiente que los alguicidas conocidos.

RESUMEN

[0007] La presente divulgacion proporciona uno o mas algicidas y métodos nuevos para tratar algas mediante la puesta
en contacto de las algas con una cantidad eficaz de una o mas taxtominas y/o analogos de las mismas. Las taxtominas
adecuadas no limitativas incluyen taxtomina A, taxtomina B, taxtomina D, derivados de las mismas y combinaciones de
las mismas. En las formas de realizacion, solamente, la taxtomina A se usa conforme a la presente divulgacion.

[0008] Los presentes métodos son adecuados para lugares en los que las algas estan en un entorno liquido, tal como
agua. Los ambientes liquidos adecuados incluyen piscinas, estanques, granjas de pescado, lagos, arroyos, arrozales,
rios, océanos, estuarios, acuarios de agua dulce, acuarios de agua salada, acuiculturas, tanques para acuicultura
comercial, estanques para acuicultura comercial, estanques ornamentales, jardines de agua, corriente de escorrentia o
acequias y combinaciones de los mismos. En formas de realizacion, las algas estan en tierra o en un entorno fangoso.
En formas de realizacién, las algas estan contaminando contenedores, tanques, biorreactores u otros aparatos usados
para cultivar algas comercialmente, tales como algas cultivadas para biocombustible o fines de energia alternativa.

[0009] Los métodos para controlar, reducir y /o acabar con las algas poniendo en contacto algas con taxtominas, tales
como taxtomina A, son divulgados aqui. Sin embargo, la presente invencién se dirige exclusivamente a métodos para
reducir algas que comprenden la puesta en contacto de las algas con una o mas taxtominas.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593207 T3

[0010] En formas de realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar algas que comprende, o que
consiste en, la puesta en contacto de algas con una cantidad eficaz de una o mas taxtominas. En formas de realizacion,
una o mas taxtominas incluyen compuestos que comprenden, o que consisten en, taxtomina A, taxtomina B, taxtomina
D y combinaciones de las mismas. En formas de realizacion, una o mas taxtominas sélo incluyen taxtomina A. En
algunas formas de realizacion, las algas estan en un entorno liquido, tal como agua. Por ejemplo, los ambientes liquidos
adecuados incluyen una piscina, estanque, arrozal, lago, arroyo, rio, océano, estuario, acuario de agua dulce, acuario
de agua salada, tanque para acuicultura comercial, estanque para acuicultura comercial, estanque ornamental, jardin de
agua, corriente de escorrentia y combinaciones de los mismos. En algunas formas de realizacion, las algas adecuadas
para el tratamiento se encuentran en tierra o en un entorno fangoso. En formas de realizacion, los tratamientos incluyen
la aplicacién de una cantidad eficaz de taxtomina, tal como una cantidad en la que la concentraciéon aplicada sea de
alrededor de 0,5 ppm a alrededor de 100 ppm.

[0011] En formas de realizacion, la presente divulgacion proporciona un método para controlar el crecimiento de algas
que comprende o consiste en la puesta en contacto de las algas con una o mas taxtominas. En algunas formas de
realizacion, la presente divulgacién proporciona un método para acabar con las algas que comprende o consiste en la
puesta en contacto de las algas con taxtomina A.

[0012] En formas de realizacion, una o mas taxtominas se aplican a una zona que precisa un control de algas, tal como
un biorreactor, tanque, equipamiento de granja y combinaciones de los mismos. En algunas formas de realizacion, la
taxtomina se mezcla con un portador para formar una solucién que contenga taxtomina en una concentracion de
alrededor de 0,05 ppm a alrededor de 500 ppm. Tal solucién se puede aplicar a una superficie contaminada que precisa
descontaminacion o reduccion o eliminacion de algas.

[0013] Como se utiliza en este caso, "algas" se refiere a cualquiera de los diversos organismos, principalmente
acuaticos, eucariotas, fotosintéticos, que varian en tamafio desde formas unicelulares hasta el alga marina gigante. El
término puede referirse ademas a protistas fotosintéticos responsables de gran parte de la fotosintesis en la Tierra.
Como grupo, las algas son polifiléticas. Por consiguiente, el término puede referirse a cualquier protista considerado
alga de los siguientes grupos: alveolados, cloraracniofitas, criptoménadas, euglenoides, glaucofitas, haptofitas, algas
rojas tales como Rhodophyta, Stramenopiles y Viridaeplantae. El término se refiere a las algas verdes, verde
amarillentas, marrones y rojas de las eucariotas. El término también puede referirse a la cianobacteria de las
procariotas. El término también se refiere a algas verdes, algas azules y algas rojas.

[0014] Como se utiliza en este caso, "alguicida" se refiere a uno o mas agentes, compuestos y/o composiciones con
actividad alguicida y/o algaestatica.

[0015] Como se utiliza en este caso, "alguicida" significa la muerte de las algas.

[0016] Como se utiliza en este caso, "algaestatico" se refiere a la inhibicion de los medios el crecimiento de las algas,
que pueden ser reversibles bajo ciertas condiciones.

[0017] Como se utiliza en este caso "alquilo inferior" se refiere al grupo alquilo aciclico de cadena lineal o ramificada que
incluye de uno a alrededor de dieciocho atomos de carbono. Los grupos alquilo ejemplares incluyen, entre otros, metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, isoamilo, hexilo, octilo, decilo y similares.

[0018] Como se utiliza en este caso, "hidroxi" se refiere a -OH.

[0019] Como se utiliza en este caso "H" se refiere a un atomo de hidrégeno.

[0020] Como se utiliza en este caso "ppm" se refiere para partes-por-millon.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION PREFERIDAS

[0021] Streptomyces scabies, S. acidiscabiesy S. turgidiscabies son los agentes que causan la enfermedad de la costra
en una variedad de patatas subterraneas. Una clase de fitotoxinas, la taxtomina, se ha identificado que esta implicada
en la patogénesis. Se acaba de descubrir que las taxtominas son adecuadas para el control, reduccién y/o eliminacion
de algas, incluidas las algas verdes, algas azules y algas rojas. Se ha descubierto que las taxtominas tienen actividad
alguicida y algaestatica.

[0022] La presente divulgacion proporciona métodos y composiciones para la inhibicion del crecimiento de algas. Los
métodos incluyen la aplicacién de una cantidad predeterminada de alguicida en un area que precisa control o
tratamiento, tal como un area contaminada de algas. El alguicida puede ser en solucion y/o disuelto y dispuesto para
matar, controlar y/o minimizar las algas. En formas de realizacion, el alguicida esta en solucién, de este modo puede
penetrar en las algas de forma bioeficaz.
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[0023] Los alguicidas adecuados para su uso segun esta divulgacion incluyen una o mas taxtominas. Las taxtominas
incluyen cualquiera del tipo perteneciente a una familia de dipéptidos ciclicos, tales como 2,5-dioxoperazinas que
contienen 4-nitroindol-3-ilo comunmente conocidas como taxtominas. Las taxtominas adecuadas incluyen agentes
descritos como dipéptidos ciclicos que tienen la estructura basica ciclo-(L-4-nitrotriptofil-L-fenitalanil). En formas de
realizacion, las fracciones de diquetopiperazina adecuadas pueden ser N-metiladas, e incluyen congéneres que portan
grupos de fenilalanil a e hidroxilo de carbono de anillo. Ejemplos no limitativos de taxtominas adecuadas para su uso
conforme a la presente divulgacion incluyen taxtomina A, isomero orto de taxtomina A, taxtomina B y deoxitaxtomina B
C-14 (taxtomina D). Las combinaciones de taxtominas y de derivados de las mismas también se adecuan para su uso
conforme a la presente divulgacion.

[0024] En formas de realizacion, las taxtominas purificadas y sus analogos son alguicidas adecuados para su uso
conforme a la presente divulgacion. Los compuestos quimicos incluyen:

NO, 0

bt |

[0025] En formas de realizacion, R1 es metilo o H.

[0026] En formas de realizacion, Rz es hidroxi o H.

[0027] En formas de realizacion, R3 es metilo o H.

[0028] En formas de realizacion, R4 es hidroxi o H.

[0029] En formas de realizacion, Rs es hidroxi o H.

[0030] En formas de realizacion, Rg, hidroxi o H.

[0031] En formas de realizacion, R1 es metilo, R> es hidroxi, R3 es metilo, R4 es H, Rs es hidroxi y Re es H.

[0032] En formas de realizacion, Ry es metilo, Rz es hidroxi, R3 es metilo, R4 es hidroxi, Rs es Hy R8 es H.

[0033] En formas de realizacion, R1 es metilo, R, es H, Rz es H, R4 es H, Rs es Hy Rg es H.

[0034] En formas de realizacion, Ry es metilo, R> es hidroxi, Rs es metilo, Rs es H, Rs es Hy Rg es H.

[0035] En formas de realizacion, R1 es metilo, R2 es H, R3 es metilo, R4 es H, Rs es Hy R¢ es H.

[0036] En formas de realizacion, Ry es metilo, Rz es hidroxi, Rz es H, Rses H, Rses Hy Rg es H.

[0037] En formas de realizacion, R1 es metilo, R> es hidroxi, R3 es metilo, Rs es H, Rs es H y Rg es hidroxi.

[0038] En formas de realizacion, Ry es metilo, R> es hidroxi, Rs es metilo, R4 es H, Rs es hidroxi y Re es hidroxi.

[0039] En formas de realizacion, Ry es metilo, R> es hidroxi, R3 es H, R4 es H, Rs es hidroxi y Re es H.

[0040] En formas de realizacion, Ry es H, Rz es hidroxi, Rz es metilo, R4 es H, Rs es hidroxi y Re es H.

[0041] En formas de realizacion, R1es H, R, es H, Rz3es H, Rs es H, Rses Hy Rg es H.

[0042] En formas de realizacion, la taxtomina A purificada es un alguicida adecuado para su uso conforme a la presente
divulgacion. La taxtomina A es un compuesto amarillo compuesto por 2,5-dioxopiperazina que contiene 4-nitroindol-3-ilo

y es la taxtomina predominante producida por Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies y Streptomyces
turgidiscabies, con adicion de m-anillo de fenilalanil y a-C hidroxilo. La composicién quimica comprende, o consiste en:
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[0043] El modo de accién de la taxtomina en las algas no se conoce. No obstante, sin querer estar limitado por la
presente divulgacion, se cree que las taxtominas, cuando entran en contacto con las algas, inhiben la biosintesis de la
celulosa.

[0044] En formas de realizacién, el sobrenadante no purificado de cultivos celulares tales como los cultivos celulares de
Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies y Streptomyces turpidiscabie que contienen una o mas taxtominas es
adecuado para el uso como alguicida conforme a la presente divulgacion. Un técnico en la materia se daria cuenta
facilmente de que el sobrenadante se puede obtener facilmente de cultivos celulares, tales como mediante centrifugado
y recogida de la parte de liquido restante.

[0045] En formas de realizacion, una o mas taxtominas se pueden aplicar a entornos contaminados con algas para
controlar, minimizar y/o eliminar las algas indeseables. Como se utiliza en este caso, la palabra "tratar" o " tratamiento"
se refieren al uso de las taxtominas de la presente divulgacion para prevenir profilacticamente el brote de proliferaciones
de algas altas o indeseables o para mejorar una contaminacion de algas existente. Ahora son posibles varios
tratamientos diferentes, que controlan, reducen y/o eliminan las algas.

[0046] Como se utiliza en este caso, "contaminacion con algas" se refiere a cualquier manifestacién de algas detectable
provocada por una o mas algas. Tales manifestaciones pueden estar provocadas por varios factores, tales como, por
ejemplo, niveles de nutrientes de la columna de agua y/o otros estados ambientales disfuncionales o estresados.
Ejemplos no limitativos de tales manifestaciones incluyen el desarrollo de crecimiento de algas, formacién de escoria de
algas, niveles bajos de oxigeno disuelto en un cuerpo de agua, estrés en poblaciones acuaticas y de peces y/u otras
formas de calidad medioambiental reducida. Se entiende que las condiciones ambientales no son limitativas y que sélo
se enumeran en este caso una parte de las condiciones ambientales adecuadas para el tratamiento conforme a la
presente divulgacién. Ademas, la contaminacién con algas también puede referirse a las algas residuales que quedan
sobre los aparatos y equipamiento para el crecimiento de algas, tales como los usados para hacer aceite de algas para
la produccién de energia alternativa. Ejemplos no limitativos de equipamiento y de diversos aparatos que se pueden
limpiar conforme a la presente divulgacién incluyen las unidades descritas en las patentes de EEUU n°: 5.088.231,
5.171.683, 4.978.505, 4.908.315. El equipamiento de granja y los biorreactores usados para cultivar algas para su uso
comercial se pueden limpiar usando el alguicida conforme a la presente divulgacion.

[0047] En formas de realizacion, las composiciones para su uso conforme a la presente divulgacién contienen una o
mas taxtominas en una cantidad eficaz para mejorar las condiciones del agua. Como se utiliza en este caso, "cantidad
eficaz" se refiere a una cantidad de taxtomina o compuesto(s) o composicién(es) que contienen constituyentes de
taxtomina segun la presente divulgacion en cantidad suficiente para inducir un beneficio positivo particular para las
condiciones ambientales, tales como las condiciones del agua o las condiciones consideradas manchadas o
contaminadas con algas. El beneficio positivo puede ser cosmético en si, o estar relacionado con la salud o una
combinacién de los dos. En formas de realizacién, el beneficio positivo se consigue mediante la puesta en contacto de
un entorno, area o aparato contaminado con una o mas taxtominas y/o uno o mas constituyentes de taxtomina para
mejorar condiciones tales como la proliferacion de algas o la contaminacién con algas. Los tratamientos incluyen la
puesta en contacto de los ambientes contaminados o del equipamiento sucio con una cantidad de taxtomina eficaz para
que sea alguicida y/o algaestatica.

[0048] La concentracidon de taxtomina particular que se aplica generalmente depende del propésito para el que se
aplique la composicion. Por ejemplo, la dosificacion y la frecuencia de aplicacion puede variar dependiendo del tipo y de
la gravedad de la condicién de las algas. En formas de realizacion, se aplica una o mas taxtominas a un cuerpo de agua
de manera que la concentracién de taxtomina sea en una cantidad de 1 ppm a 5 ppm. En formas de realizacién, se
aplica una o mas taxtominas a un cuerpo de agua de manera que la concentracion de taxtomina sea en una cantidad de
alrededor de 0,5 ppm a 100 ppm. En formas de realizacion, la taxtomina se mezcla con un portador (tal como agua) en
una cantidad de alrededor de 0,05 ppm a 500 ppm y se aplica a un area contaminada o equipamiento manchado de
algas.
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[0049] Los tratamientos conforme a la presente divulgacién ponen en contacto areas y/o equipamiento contaminados
con algas con una o mas taxtominas en una cantidad eficaz para mejorar las condiciones con respecto a las algas. En
formas de realizacion, las areas que precisan tratamiento o control de algas tales como piscinas, estanques, arrozales,
granjas de pescado, lagos, estuarios, océanos, acuarios de agua dulce, acuarios de agua salada, tanques para
acuicultura comercial, estanques para acuicultura comercial, estanques ornamentales, jardines de agua, equipamiento o
aparatos para la fabricacion de combustible alternativo, fosos de escorrentia, revestimientos de casas y tablazones de
cubierta se tratan mediante la aplicacién sobre estas areas de una o mas composiciones de taxtomina. El ingrediente de
taxtomina activo se aplica hasta que los objetivos del tratamiento se hayan alcanzado. No obstante, la duracién del
tratamiento puede variar dependiendo de la gravedad de la enfermedad. Por ejemplo, los tratamientos pueden durar
desde unos dias hasta semanas, dependiendo de si el objetivo del tratamiento es controlar, reducir y/o eliminar la
contaminacion de algas.

[0050] En formas de realizacion, las taxtominas se pueden combinar con un vehiculo solvente para preparar una férmula
para el tratamiento de las algas en la que el ingrediente activo principal sea una o mas taxtominas. En formas de
realizacion, los ingredientes activos se proporcionan en suspensiones, formas secas y soluciones acuosas. La cantidad
de taxtomina mezclada con el solvente variara dependiendo de diferentes factores, incluyendo, por ejemplo, la actividad
de la taxtomina, el tipo de taxtomina seleccionada, la forma definitiva del producto y el solvente particular descrito
empleado. Generalmente, el constituyente de taxtomina constituye de 1 a 95 por ciento en peso de la mezcla de
taxtomina/solvente. En formas de realizacion, la taxtomina constituye de alrededor de 10,00 a alrededor de 80 por ciento
en peso de la mezcla de taxtomina/solvente. Los solventes utiles para preparar las presentes composiciones de
taxtomina incluyen cualquier solvente que sea capaz de solubilizar una o mas taxtominas. Ejemplos no limitativos de
tales solventes incluyen agua y/o soluciones acuosas.

[0051] En formas de realizacién, las taxtominas se pueden combinar con unos excipientes secos para preparar una
férmula para el tratamiento de las algas en la que el ingrediente activo principal sea una o mas taxtominas. En formas
de realizacion, los ingredientes activos se proporcionan en forma seca. El constituyente de taxtomina constituira de 1 a
95 por ciento en peso de la formula seca de taxtomina. En formas de realizacién, la taxtomina constituye de alrededor
de 10,00 a alrededor de 80 por ciento en peso de la férmula seca de taxtomina.

[0052] Los siguientes ejemplos no limitativos ilustran mas ampliamente las composiciones, métodos y tratamientos
segun la presente divulgacion. Debe observarse que la divulgacion no se limita a los detalles especificos concretados en
los ejemplos.

EJEMPLO 1

[0053] El sobrenadante de Streptomyces acidiscabies es eficaz para controlar o reducir las siguientes algas verdes:
Oedogonium foveolatum, Spirogyra spp., Volvox aureus, Volvox globator, Closterium sp., Chlamydomonas sp. en una
dilucién tan baja como una de 100 veces.

[0054] Se cultivé Streptomyces acidiscabies en el medio liquido de caldo de harina de avena a temperatura ambiente
durante 5 dias. El cultivo celular se centrifugd y el sobrenadante se recogio, se filtré a través de un filtro de 0,45 ym y se
guardo para un ensayo de bioactividad. El sobrenadante se evalu6 contra a las algas anteriormente mencionadas en
varias diluciones. Las algas se obtuvieron de Carolina Biological Supply Company y se cultivaron y mantuvieron segun
el manual suministrado. El medio de agua dulce Alga-Cro de Carolina Biological Supply Company se us6 para cultivar
algas. Se usd la dilucidn maxima para la inhibicion (MDI) para medir la actividad del sobrenadante para las algas. El
ensayo se desarrolld durante 3 semanas. El crecimiento de las algas se inhibi6 de forma visible mediante ese
sobrenadante diluido. Se espera mayor inhibicién utilizando soluciones mas concentradas. Los resultados evaluados se
resumen de la siguiente manera:

ORGANISMO EVALUADO Tablalg)ilucién maxima para la inhibicién (MDI)
Spirogyra sp. > 100 (dilucion mayor de 100 veces)
Oedogonium foveolatum =100

Closterium sp. 250

Chlamydomonas reinhardltii 210

Volvox aureus 210

Navicula sp. 20

Oscillatoria sp. (Alga filamentosa,verde azulada) |2=50

EJEMPLO 2
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[0055] El sobrenadante de Streptomyces acidiscabies resultd ser toxico para las algas verde azuladas: las algas verde
azuladas (Oscillatoria sp) se obtuvieron de Carolina Biological Supply Company y se cultivaron en un medio
recomendado (medio de agua dulce Alga-Cro). El sobrenadante de S. acidiscabies se afiadié al cultivo de algas en
varias diluciones. El cultivo de algas tratadas se incubd a temperatura ambiente bajo luz ambiente normal. Tres
semanas mas tarde, se evalud el crecimiento de las algas en cuanto a inhibicién del crecimiento. Los resultados
mostraron que la dilucién maxima para la inhibicién del crecimiento de estas algas azules es mayor de 50 veces.

EJEMPLO 3

[0056] El sobrenadante de Streptomyces acidiscabies resulté ser toxico para las algas rojas: Batrachospermum sp.,
Callithamnion sp., y Rhodymenia sp., que se obtuvieron de Carolina Biological Supply Company. El cultivo y el
mantenimiento de las algas fue segun el manual suministrado. El protocolo usado para el ensayo biolégico fue el mismo
que el mencionado anteriormente. Los resultados de la siguiente tabla prueban que algunas algas rojas tales como
Batrachospermum spp. y Rhodymenia spp. también fueron bastante sensibles al sobrenadante de taxtomina.

Tabla 2
Organismo evaluado Diluciéon maxima para la inhibicion (MDI)

Batrachospermum spp. | 230

Rhodymenia spp. 210

Callithamnion spp. <10

EJEMPLO 4
[0057] Streptomyces acidiscabies segreg6 taxtominas durante el cultivo bajo el medio de harina de salvado avena.

[0058] Para confirmar que las taxtominas estan involucradas en la disposicién de las algas, se obtuvo un mutante de
produccion de taxtomina negativo de la Universidad de Cornell y se us6 como control negativo. Se cultivé la cepa de tipo
salvaje y el mutante negativo en el medio liquido de salvado de avena a 25° C y sus sobrenadantes se usaron para el
ensayo biologico contra algas de la Tabla 3. Los resultados muestran que las algas evaluadas fueron inhibidas
inmensamente por el sobrenadante de la cepa de tipo salvaje en dilucion de 10 a 100 veces. No obstante, el
sobrenadante del mutante negativo de taxtomina no mostré ninguna inhibicion visible para los organismos evaluados.

Organismos evaluados [ MDI de sobrenada.r:f:I(?eStipo salvaje | MDI de sobrenadante mutante
Oedogonium spp. 2100 0
Spirogyra spp. 2100 0
Oscillatoria spp. 250 0
Batrachospermum spp. |230 0
Rhodymenia spp. 210 0
EJEMPLO 5

[0059] Se usé taxtomina purificada para una prueba de ensayo bioldgico y se evalué y comparé su eficacia con el
sulfato de cobre, una sustancia activa para muchos alguicidas a base de cobre. El ensayo biolégico se desarrollo
durante dos semanas y se evalué la inhibicidn del crecimiento de algas. Los resultados estan en la tabla que aparece a
continuaciéon. Se concluyé que una cantidad tan baja como 1 ppm de taxtomina purificada era eficaz para controlar y
matar las algas evaluadas. No obstante, 2 ppm de sulfato cuprico (proporciéon comercial recomendada para sulfato
cuprico) no era muy eficaz contra los organismos evaluados en nuestro sistema de ensayo.

Tabla 4: Bioactividad de taxtomina purificada contra CuSO4
Organismos evaluados | Taxtomina (1ppm) | CuSO4(2ppm)

Oedogonium spp. ++ z
Spirogyra spp. ++ +
Oscillatoria spp. + z

Batrachospermum spp. |+ -
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Rhodymenia spp. + -

Nota; ++ = muerte visible; + = inhibicién de crecimiento; - =
inhibicion de crecimiento no visible.

EJEMPLO 6

[0060] La taxtomina fue eficaz para controlar las algas en un ecosistema de mini estanque. Para demostrar la eficacia
del uso de la taxtomina para controlar un problema de algas, se obtuvo un ecosistema de mini estanque de Carolina
Biological Supply Company (13-1207). El sistema incluia una mezcla de algas (Oedogonium, Volvox, Chlamydomonas)
y una mezcla de protozoo (Amoeba, Paramecium, Euglena, Stentor, Volvox y Chilomonas). Los ecosistemas de mini
estanque se configuraron segun el manual suministrado. Después, se aplicé una diluciéon de 20 veces de sobrenadante
de taxtomina fermentado al sistema de estanque. Se aplicé una solucion CuSO4 de 2 ppm y agua a sistemas idénticos
como control positivo y control negativo respectivamente. Tres meses mas tarde, se evalu6 el crecimiento de algas. Los
resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Resultados

Muestra

Mezclas p/algas y protozoos en mini estanque
tras 3 meses.

El estanque esta marron claro y tiene agua clara. No hay crecimiento
de algas verdes visible en el sistema de estanque tratado con
taxtomina.

Control positivo (solucién de CUSQy) tras 3
meses.

Estanque verde oscuro con crecimiento razonable de algas verdes.

Control negativo (solucion de agua) tras 3
meses.

Estanque verde brillante con gran cantidad de crecimiento de algas.

Ejemplo 7

[0061] Se demostré que la taxtomina posee una actividad altisima en baja concentracién para el control del crecimiento
de una amplia variedad de algas. La taxtomina se agreg6 a agua y algas en una probeta.

Tabla 6

Constituyentes

Antes del tratamiento-
Caracteristicas del agua 'y
mezcla de algas

Resultados (tras contacto con
taxtomina)

Grupo de
control

2 ml de agua y algas
(mezcla)

Distintas algas verde
brillante.

Sin cambios, distintas algas verde brillante
suspendidas en la solucion.

Tratamiento 1

Se afadié taxtomina a 2 ml
de agua y mezcla de algas
(concentracion de
taxtomina 0.5 ppm)

Distintas algas verde
brillante.

Cambios significativos que incluyen la
reduccion visible de algas en la solucion.
La muerte de las algas dio como resultado
la aparicion de algas (muertas) amarillas y
marrones. Se observo una reduccion de
algas de 10 veces. Aun habia algunas
algas verdes en la solucion.

Tratamiento 2

10 mMol (2,840 ppm) de
Metolachlor aplicado a 2 mi
de agua y mezcla de algas.

Distintas algas verde
brillante.

Sin cambios, distintas algas verde brillante
suspendidas en la solucion.

[0062] Metolachlor (2-cloro-N-(6-etil-o-tolil)-N-[(1RS)-2-metoxi-1-metiletillacetamida) es un conocido herbicida pre-
emergente comunmente usado para controlar las hierbas anuales y algunas latilofoliadas tales como la hierba mora
negra oriental y el bledo. En concentraciones eficaces para el control de hierbajo terrestre (10 mMol), Metolachlor no
mostré ninguna actividad alguicida y/o algaestatica. Al contrario, la taxtomina fue muy eficaz para el control de las algas
verdes en una dosis de s6lo 0,5 ppm, muy inferior a la concentracién necesaria para controlar los hierbajos terrestres (5-
10 ppm).

Ejemplo 8

[0063] La taxtomina mostré que posee una actividad altisima en concentraciones bajas para el control del crecimiento
de varias algas. Ademas, se mostr6 un control selectivo de algas sin dafiar las plantas acuaticas existentes.
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[0064] El césped Mondo, la cebolla de agua y la cabomba se obtuvieron de una tienda de acuarios local y se plantaron
en tres tanques de peces de 2,5 L. Cada tanque se traté de la siguiente manera:
Tanque 1: se aplico taxtomina en una concentracion final de 20 ppm (45 pMol).

Tanque 2: se aplico glifosato (Roundup®) en una concentracion de 169 ppm (1 mM, la dosis normal usada para el
control de hierbajo acuatico).

Tanque 3: no se trato (tanque de control)
[0065] Los tanques 1, 2 y 3 se monitorizaron durante 3 semanas. Los resultados se muestran en la tabla 7 siguiente:

Tabla 7
Descripcion tras 3 semanas

Tanque 1 | No se observé dafio de plantas visible. Se
controlaron las algas.

Tanque 2 |La mayoria de las plantas murieron.

Tanque 3 | No se observé dafio de plantas visible.

[0066] Esta prueba demostré que la taxtomina muestra un control selectivo de las algas en una baja concentracion que
no tiene ningun efecto sobre las plantas acuaticas existentes.

EJEMPLO 9

[0067] Un estanque de escorrentia de residuos agricolas tiene crecimiento de algas en todo el cuerpo de agua del
estanque. Las algas son antiestéticas y poco atractivas. Una cantidad eficaz predeterminada de taxtomina A se afiade al
estanque para matar las algas. Se espera que las algas mueran y que el estanque quede mas limpio.

EJEMPLO 10

[0068] Un nifio posee un acuario con peces tropicales. El acuario se contamina con algas que son visibles como una
escoria en las paredes de vidrio del acuario. Se afaden una o mas taxtominas al acuario para matar las algas. Se
espera que las paredes se aclaren y que la contaminacién de algas disminuya.

EJEMPLO 11

[0069] Un acuario susceptible de presentar crecimiento de algas se trata profilacticamente afiadiendo taxtominas al
tanque. Se espera que la contaminacion de algas se evite.

Ejemplo 12

[0070] La taxtomina y las composiciones de taxtomina segun la presente divulgacién se aplican al revestimiento y el
tablazén de cubierta de una casa. Se espera que la contaminacion de algas se evite durante 2-6 meses.

Ejemplo 13

[0071] Se aplican taxtomina y composiciones de taxtomina segun la presente divulgacién a aguas de granjas de peces.
Se espera que la contaminacion de algas se evite durante 2-6 meses.

Ejemplo 14

[0072] Se agrega taxtomina segun la presente divulgaciéon a una solucion portadora de agua en una concentraciéon de
100 ppm. La solucién se pulveriza sobre biorreactores manchados con algas usados para crear algas para la produccion
de biocombustible. Se espera que los biorreactores se limpien y les desaparezcan las manchas.

Ejemplo 15

[0073] Se aplica taxtomina segun la presente divulgacion a un césped o campo de golf que estd contaminado con

crecimiento de algas. Se espera que el césped o campo de golf pierda la contaminacion de algas, con poco o ningun
dafio para las hierbas existentes.
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REIVINDICACIONES
1. Método para reducir algas que comprende la puesta en contacto de las algas con una o mas taxtominas.
2. Método para reducir algas aplicando taxtomina a un area con necesidad de reduccioén de algas.
3. Método de la reivindicacion 2, donde el area con necesidad de control comprende una casa, una granja de pescado,
piscina, estanque, lago, arroyo, rio, océano, estuario, acuario de agua dulce, acuario de agua salada, tanque para
acuicultura comercial, estanque para acuicultura comercial, estanque ornamental o jardin de agua, y combinaciones de

los mismos.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde una o mas taxtominas tienen la siguiente

composicion:

donde R4 es metilo o H, R, es hidroxi o H, Rz es metilo o H, R4 es hidroxi o H, Rs es hidroxi o H, Rs es hidroxi o H y
combinaciones de los mismos.

5. Método segun la reivindicacion 4 donde R1 es metilo, Rz es hidroxi, R3 es metilo, R4 es H, Rs es hidroxi y Re es H.

6. Método de la reivindicacion 2 donde el area con necesidad de reducciéon de algas comprende un biorreactor, un
tanque, un equipo de granja y combinaciones de ello.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la taxtomina se mezcla con un portador para
formar una solucion con taxtomina en una concentracion de 0,05 ppm a 500 ppm.

8. Método segun la reivindicacion 7, que comprende ademas aplicar la solucién a una superficie contaminada.
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