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DESCRIPCION
Composiciones agricolas que contienen una sal de acido jasmonico o dihidrojasmonico

[0001] La presente invencidon se refiere a nuevas composiciones quimicas y a su uso, en particular, en
formulaciones agricolamente utiles.

[0002] Cuando una planta sufre estrés abidtico (éste puede ser luz intensa, un herbicida, ozono, calor, frio,
congelacion, sequia, salinidad, inundacion y toxicidad por metales pesados), la planta aumenta la produccion de
especies reactivas al oxigeno (reactive oxygen species, ROS) creando un estrés oxidativo. Las ROS provocan un
dafo quimico a los constituyentes celulares de la planta.

[0003] Silas ROS se crean hasta niveles superiores a los que puede soportar la planta, se produce la lisis de
proteinas en las células, y puede crearse amoniaco toxico. Esto también sucede cuando las plantas captan
demasiado amonio del entorno exterior (habitualmente por la fertilizacion con fertilizantes que contienen urea o
amonio), y es un importante factor limitante en el uso del fertilizante.

[0004] Se sabe que el acido jasmonico y los compuestos similares tales como acido jasménico, jasmonato de
metilo y dihidrojasmonato de metilo, estimulan un proceso denominado resistencia sistémica inducida (/nduced
systemic Resistance, ISR), que ayuda a la produccion de estrés y a la tolerancia a la enfermedad.

[0005] Sin embargo, el acido jasmonico y sus derivados son generalmente aceites, que no son miscibles con el
agua, dando lugar a problemas de formulacion y aplicacion.

[0006] EI documento Chem Abs 2003: 816064 (RU 2 212 137 C2) describe sales de sodio y de amonio del acido
jasmonico. El documento Chem Abs 2003: 816062 (RU 2 212 135 C2) describe sales de morfolino y de piridino del
acido jasmonico. El documento WO 03/020028 describe composiciones agricola que pueden contener una mezcla
de acido jasmonico y acido salicilico. El documento DD 276025 describe sales de acido jasménico y de acido 7-
isojasmonico, especificamente la sal de potasio, y composiciones para la agricultura que incluyen su sal y acido
salicilico. EI documento DD 221059 describe composiciones agricolas que incluyen acido jasmonico, acido
dihidrojasmonico y acido 2-isojasmonico, o sales y ésteres de los mismos, generalmente una sal de un metal alcalino
o de amonio, y especificamente la sal de potasio. Los documentos DD215928 y DD263914 describen de forma
general sales de acido jasmonico y de acido dihidrojasmonico, aunque sélo se prepara el propio acido jasmonico o
su sal de metilo.

[0007] Segun la presente invencién se proporciona una composicion agricolamente aceptable que comprende: (i)
un compuesto que comprende una sal soluble en agua de formula (I1A)
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en la que R' es un grupo pentilo o un grupo pent-2-enilo, M es un cation metalico de valencia n, que es un metal
alcalino que es potasio o sodio, o un metal alcalinotérreo que es magnesio; (ii) un reactivo que reduce el estrés de
las plantas, que es un compuesto agricolamente aceptable que contiene un grupo acido benzoico o derivados del
mismo, en el que el compuesto es acido salicilico, acido acetilsalicilico (o acido 2-acetoxibenzoico), salicilato de
metilo, acido benzoico o acibenzolar-S-metilo, o una sal agricolamente aceptable de los mismos; y (iii) un
antioxidante, que es arginina o poliamina, de la cual la arginina es un precursor.

[0008] M es un catién metalico, es un metal alcalino que es potasio o sodio (cuando n es 1) o un metal
alcalinotérreo, que es magnesio cuando n es 2. La sal formada con los mismos es soluble en agua. La sal puede
estar en forma de un aceite miscible en agua (sales de potasio de sodio) o puede estar en forma de un sélido (sal de
magnesio).

[0009] M se elige preferiblemente de entre potasio o0 magnesio, muy preferiblemente magnesio.
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[0010] R’ se elige de entre un grupo pentilo, haciendo al compuesto de formula (IA) una sal de dihidrojasmonato, o
es un grupo pent-2-enilo, con lo que el compuesto de férmula (IA) es una sal de jasmonato.

[0011] Adecuadamente, el compuesto de formula (IA) es una sal soluble en agua de un derivado de acido
dihidrojasmonico. Una sal particularmente preferida por lo tanto es el dihidrojasmonato magnésico. Esta sal tiene
muy buenas propiedades de manipulacion y de flujo, haciéndola particularmente util en el contexto de las
formulaciones agroquimicas.

[0012] EI compuesto de formula (IA) puede prepararse mediante un método que comprende hacer reaccionar un
compuesto de formula (Il)

O

AIT)

en la que R' es seglin se definid en relacion con la formula (IA) y R? se elige de entre hidrégeno o un grupo
hidrocarbilo, con un compuesto de férmula (IIl)

M™(OR®), (1)

en la que M y n son segun se define en relacion con la formula (IA), y R® es hidrégeno o un grupo alquilo Cy.s tal
como metilo. La reaccion se efectlia adecuadamente en un disolvente, que puede ser agua o un disolvente organico
tal como un alcanol, en particular, metanol o tolueno.

[0013] Dependiendo de la sal en particular que se esté preparando, la reaccion puede efectuarse a temperaturas
moderadas, por ejemplo de 0-50°C, convenientemente a temperatura ambiente, o puede realizarse a elevadas
temperaturas, por ejemplo de 50°C-100°C, y convenientemente a la temperatura de reflujo del disolvente.

[0014] El producto se recupera adecuadamente bien como un sélido tras la evaporacion del disolvente, o bien en
forma de una solucién acuosa, que se usa directamente en las formulaciones.

[0015] Segun se usa en este documento, el término "hidrocarbilo" se refiere a fracciones organicas que
comprenden carbono e hidrégeno, tales como grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o aralquilo tales como bencilo.
El término "alquilo" se refiere a cadenas lineales o ramificadas que adecuadamente contienen entre 1 y 20, y
preferiblemente entre 1y 10, atomos de carbono. De forma similar, los términos "alquenilo" y "alquinilo" se refieren a
grupos hidrocarbilo insaturados, que adecuadamente contienen entre 2-20, y preferiblemente entre 2-10, atomos de
carbono. El término "arilo" se refiere a grupos hidrocarbilo aromaticos tales como fenilo y naftilo, mientras que el
término "aralquilo” se refiere a grupos alquilo que estan sustituidos con grupos arilo tales como bencilo.

[0016] En una forma de realizacion en particular, en la que R? es un grupo hidrocarbilo, se elige de entre un grupo
alquilo C1.10, y adecuadamente un grupo alquilo C4.¢ tal como metilo.

[0017] Los compuestos de férmula (lll) son compuestos conocidos tales como hidroxido de potasio, que puede
usarse directamente. Alternativamente, el compuesto de formula (Ill) puede generarse in sifu. Esto puede ser
particularmente aplicable cuando M es una sal de magnesio, y cuando R® es un grupo alquilo C4.3 tal como metilo.
Los solicitantes han averiguado que una buena forma de preparar este compuesto es hacer reaccionar magnesio
con un alcanol Cq.3 tal como metanol en presencia de un catalizador tal como yodo. La mezcla de reaccion se
calienta adecuadamente para formar el compuesto de formula (lll) tras lo cual se afiade una solucién del compuesto
de férmula (11) en el mismo alcanol y se inicia la reaccion.

[0018] Los compuestos de férmula (Il), o son compuestos conocidos o pueden prepararse usando métodos
convencionales.

[0019] En los compuestos de férmula (11), R’ es preferiblemente hidrogeno. Dichos compuestos pueden prepararse
mediante la acidificacién de un compuesto de formula (I1) en la que R? es un grupo hidrocarbilo.

[0020] Las condiciones de reaccion adecuada seran apreciables por un quimico experto, pero pueden incluir hacer
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reaccionar el compuesto de formula (1) en la que R? es un grupo hidrocarbilo con una base tal como hidréxido
sédico, y después con un acido tal como acido clorhidrico, segun se ilustra a continuacion en este documento.

[0021] Los compuestos de férmula (IA) pueden incluir un centro quiral, y la invencion incluye todas las formas,
incluyendo las formas opticamente activas, y la mezclas de las mismas en todas las proporciones, incluyendo
mezclas racémicas.

[0022] Los compuestos de férmula (IA) se usan adecuadamente en formulaciones agroquimicas en las que las
propiedades de ISR puede ser tan deseables. La naturaleza hidrosoluble de los compuestos de la invencion supera
los problemas de formulacion y las dificultades de disponibilidad, que estaban presentes cuando se habian
empleado de este modo los jasmonatos convencionales.

[0023] Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invenciéon proporciona una composicion agricolamente aceptable
que comprende una composicion segun se describid anteriormente y un portador agricolamente aceptable.

[0024] La composicion puede adoptar varias formas, segin se sabe en la materia. Por ejemplo, pueden incluir
granulos, polvos para esporlvorear, polvos o comprimidos solubles, granulos hidrosolubles, granulos
hidrodispersables, polvos humectables, granulos (de liberacion lenta o rapida), concentrados solubles, liquidos de
volumen ultrabajo, concentrados emulsionables, concentrados dispersables, emulsiones (tanto de aceite en agua
como de agua en aceite), microemulsiones, concentrados en suspension, aerosoles, suspensiones en capsulas y
formulaciones para el tratamiento de semillas. El tipo de composiciéon elegida en cualquier caso dependera del
propdsito en particular contemplado.

[0025] Los portadores agricolamente aceptables usados en las formulaciones pueden ser soélidos o liquidos,
dependiendo de la naturaleza de la formulacién.

[0026] Por ejemplo, los diluyente solidos pueden incluir arcillas naturales, caolin, pirofilita, bentonita, alimina,
montmorillonitas, kieselguhr, tiza, tierra de diatomeas, fosfatos de calcio, piedra pémez, arcillas de atapulgita, tierra
de fuller, mazorcas de maiz molidas, arenas, silicatos, carbonatos de sodio, de calcio o de magnesio, bicarbonato
sédico, sulfato magnésico, lima, harinas, talco, polisacaridos y otros portadores soélidos organicos e inorganicos.

[0027] Los diluyentes liquidos pueden incluir agua o disolventes organicos tales como una cetona, alcohol o éter
glicolico. Estas disoluciones pueden contener un agente tensioactivo (por ejemplo, para mejorar la dilucion en agua
o evitar la cristalizacion en un tanque de pulverizacion).

[0028] Las composiciones pueden incluir, adicional o alternativamente, otros tipos de reactivos que son bien
conocidos en la materia, en particular, agentes humectantes, agentes suspensores y/o agentes dispersantes.

[0029] Las composiciones de la presente invencion pueden combinarse con otros compuestos agroquimicos, en la
formulacién o en mezclas con otros compuestos agroquimicos, tales como herbicidas, fungicidas o reguladores del
crecimiento vegetal.

[0030] EI compuesto que reduce el estrés en las plantas es acido salicilico, acido acetilsalicilico (o acido 2-
acetoxibenzoico), salicilato de metilo, acido benzoico y acibenzolar-S-metilo, asi como sales agricolamente
aceptables de los mismos. Las sales agricolamente aceptables en particular incluyen sales de metales alcalinos
tales como potasio o sodio, sales de metales alcalinotérreos tales como calcio y magnesio, y algunas sales de
acidos organicos tales como acetatos.

[0031] Estos compuestos han demostrado aumentar el estrés y la resistencia a la enfermedad en plantas mediante
el aumento de la "resistencia sistémica adquirida" (‘Systemic Acquired Resistance’, SAR), estimulando la produccién
de fitoalexinas y reduciendo la sintesis de etileno (una hormona de estrés).

[0032] Sin embargo, estos compuestos tienen el efecto indeseable de aumentar las ROS, que provocan dafios a
las células y crean un estrés oxidativo. Esto limita el efecto del compuesto porque lo hace tdxico si se crea en la
planta y finalmente se vuelve un factor limitante en su eficacia para moderar la tolerancia al estrés abidtico. Por
ejemplo, se sabe que la eficacia del acido acetilsalicilico para aportar tolerancia al estrés esta limitada, ya que crea
un estrés oxidativo cuando se usa, y limita el flujo de calcio en el citoplasma (lo que hace que la célula sea menos
capaz de tolerar la formacion de amonio debido bien a la lisis celular - aumentada por el estrés oxidativo - o bien al
uso de fertilizantes).

[0033] De forma similar, aunque los compuestos de formula (IA) tales como los compuestos de jasmonato pueden
desencadenar una ISR, su uso puede tener el inconveniente (si no se modera) de incrementar la formacion de
etileno que, en ciertas condiciones, debilita las paredes celulares al aumentar el flujo de calcio desde las paredes
celulares hacia el citosol. EI aumento del calcio citoplasmatico ayuda a las plantas a neutralizar el amoniaco que
crean durante un estrés abidtico prolongado, pero si no hay calcio disponible para recargar el calcio de la pared

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2385717713

celular (que se mantiene en los sitios de unién de la calmodulina), la pared celular pierde su integridad y la planta es
mas susceptible al estrés abidtico.

[0034] Por lo tanto, la presente invencidn proporciona una composicion que comprende adicionalmente un
compuesto antioxidante.

[0035] EIl antioxidante es arginina, o una poliamina de la cual es precursora la arginina, tales como putrescina,
espermina y espermidina. Estos compuestos tienen propiedades antioxidantes que pueden usarse para combatir la
formacién de ROS durante el estrés abidtico, y también estan implicados en la tolerancia al estrés abidtico. Un
antioxidante particularmente preferido es la arginina.

[0036] En una forma de realizacion particularmente preferida, el compuesto de formula (IA) es dihidrojasmonato
magnésico, el compuesto de formula (V) es acido acetilsalicilico y el antioxidante es arginina.

[0037] En esta composicion, el compuesto de formula (IA) puede aumentar la formacion de poliaminas (espermina,
espermidina y putrescina), estan hechas de arginina (también suministrada). La arginina aporta un alivio inmediato
del estrés oxidativo, y asegura que hay suficiente arginina presente para producir poliaminas (que también, por ser
antioxidantes, pueden realizar un papel similar al del calcio en el mantenimiento de la integridad de la pared celular,
y por lo tanto tienen un papel en la proteccion de la pared celular y en el control de la toxicidad del NHa).

[0038] Adicionalmente, suministrando una combinaciéon de un compuesto de férmula (IA) con un compuesto que
reduce el estrés en las plantas elegido de entre acido salicilico, acido acetilsalicilico, salicilato de metilo, acido
benzoico o acibenzolar-S-metilo o una sal agricolamente aceptable de los mismos, puede mejorarse la eficacia de
los compuestos individuales, ya que se modera la formacion de etileno.

[0039] La proporcién de los componentes usados en la composicion variara dependiendo de la naturaleza precisa
de estos componentes. Por ejemplo, los componentes (i) y (ii) estaran presentes generalmente en una proporcién de
1:1a1:2 plp.

[0040] La cantidad de antioxidante usada también puede variar, dependiendo de su naturaleza. Los antioxidantes
que tienen efectos hormonales tales como espermina, espermidina y putrescina pueden usarse adecuadamente con
bastante moderacion, por ejemplo, en una cantidad equivalente a la del componente (i). Por lo tanto, dichas
composiciones pueden tener una composicion que comprende los componentes (i):(ii):(iii) en una proporcion de
1:1:1 a 1:2:1 p/p.

[0041] Sin embargo, los antioxidantes preferidos tales como la arginina, pueden estar presentes en cantidades
mayores, de hasta por ejemplo 20 veces la del componente (i). Por lo tanto, una composicién preferida en este caso
puede tener los componentes (i): (ii):(iii) presentes en el intervalo de hasta 1:2:20 o 1:1:20, por ejemplo, de 1:1:10 a
1:2:10 p/p.

[0042] Los componentes de las composiciones pueden combinarse entre si para formar un concentrado que
después se mezcla con un portador agricolamente aceptable tal como agua o un fertilizante antes de su uso. Dichos
concentrados forman un aspecto adicional de la invencién.

[0043] Las composiciones segin se describié anteriormente pueden usarse para permitir que una planta
mantenga su crecimiento y desarrollo durante condiciones de estrés abidtico. Haciendo esto, el producto mejora el
rendimiento, la calidad y reduce la incidencia de enfermedades durante las condiciones estresantes. Realiza esto
mejorando la capacidad de la planta para manejar las especies de oxigeno reactivas, y la lisis proteica que aumenta
durante las condiciones de estrés abidtico, y manteniendo la integridad de la pared celular durante las condiciones
de estrés abidtico.

[0044] Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para mejorar el crecimiento y/o el
rendimiento y/o la calidad de plantas superiores durante condiciones de estrés abidtico, método que comprende
aplicar a la planta o al entorno de la misma, una composicion segun se describié anteriormente.

[0045] Las composiciones pueden aplicarse cuando se estan produciendo las condiciones de estrés o cuando se
esperan. Dichas condiciones incluyen luz intensa, herbicida, ozono, calor, frio, congelacion, sequia, salinidad,
inundacion y toxicidad por metales pesados.

[0046] En particular, en algunos ensayos se ha encontrado que las composiciones de la invencion reducen el
estrés de las plantas que crecen en suelos acidos, con un pH de menos de 7, por ejemplo, suelos acidos arenosos.

[0047] Adicionalmente, las composiciones descritas anteriormente pueden proporcionar una mejora en el
rendimiento de los fertilizantes de nitrégeno o de los fertilizantes que contienen nitrégeno, en los que el nitrogeno
deriva de urea, de amina (NH) o de amoniaco (NH4). Estos incluyen tanto fertilizantes naturales como sintéticos.
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[0048] Uno de los principales factores limitantes de las tasas de nitrdgeno amoniacal y ureico que puede usarse es
la toxicidad por amoniaco. Incluyendo la composicion segun se describié anteriormente en los fertilizantes a una
tasa apropiada, se mejora la capacidad de la planta para enfrentarse a la toxicidad por amoniaco, lo que significa
que se aumenta la tasa a la que pueden aplicarse estos fertilizantes.

[0049] Por lo tanto, en un aspecto adicional la invencion se proporciona un método para mejorar el rendimiento de
los fertilizantes de nitrégeno o de los fertilizantes que contienen nitrégeno, comprendiendo dicho método aplicar
dichos fertilizantes a plantas o al entorno de las mismas en combinacién con una composicion segun se describid
anteriormente.

[0050] Las composiciones fertilizantes que incluyen una composicioén segun se describié anteriormente forman un
aspecto adicional de la invencién.

[0051] Las composiciones descritas anteriormente también pueden ayudar a reducir las pérdidas en los cultivos
provocadas por el estrés biotico, causadas por ejemplo por patdgenos bacterianos, viricos y fungicos.

[0052] Las plantas se hacen mas susceptibles a la enfermedad cuando se deteriora la pared celular. La pared
celular se deteriora durante unas condiciones de estrés abidtico prolongadas, cuando se mueve calcio desde la
pared celular hacia el citoplasma. Las composiciones segun se describié anteriormente mantendran la pared celular
fuerte durante las condiciones de estrés abidtico; esto disminuira la probabilidad de infeccién.

[0053] Por lo tanto, en otro aspecto adicional, la invencion proporciona un método para reducir las pérdidas en los
cultivos provocadas por el estrés biético, método que comprende la administracién a los cultivos de una composiciéon
segun se describid anteriormente.

[0054] Las composiciones segun se describié anteriormente se aplican adecuadamente usando métodos
convencionales. Por ejemplo, las composiciones se afiaden a tanques de pulverizacion, antes de la pulverizacion, o
se afaden a depodsitos de riego por goteo. En particular, las composiciones de la invencidon pueden aplicarse
adecuadamente a las raices de las plantas, por ejemplo, como un empape de raiz.

[0055] La cantidad de composicion aplicada variara dependiendo de factores tales como la naturaleza del
problema que se va a tratar, el cultivo y las condiciones. Sin embargo, en general, el compuesto de férmula (I1A) se
aplica al cultivo en una cantidad de entre 0,005 a 0,5 g por hectarea, por ejemplo, de 0,01 g a 0,1 g por hectarea y
por aplicacion.

[0056] Las composiciones descritas anteriormente pueden usarse en el tratamiento de un amplio abanico de
cultivos, para reducir el estrés de los cultivos, y proporcionar asi beneficios de crecimiento. Algunos ejemplos de
cultivos incluyen cultivos de invernadero o protegidos, cultivos de arboles (tales como cultivos de granados y frutos
con hueso), y cultivos de frutos tales, nueces, pistacho y aceitunas, vainas de coco, palmeras tales como palma de
aceite y palmera datilera, cultivos foliares tales como té, asi como por supuesto cultivos de campo tales como
cereales, por ejemplo, trigo, tabaco, algoddn, y vegetales tales como brasicaceas, por ejemplo, calabazas y
lechugas, y cultivos de tubérculos tales como patatas, zanahorias y remolacha.

[0057] En particular, las composiciones descritas anteriormente pueden usarse para tratar cultivos que estan
sometidos a enfermedades relacionadas con el estrés. Algunos ejemplos particulares de dichos cultivos incluyen
vainas de coco, que estan sometidas a enfermedades tales como la podredumbre negra y el marchitamiento
prematuro.

[0058] La invencidon se describira ahora particularmente a modo de ejemplo con referencia a los dibujos de los
diagramas anexos, en los que la Figura 1 es un grafico que muestra los resultados de los efectos de una formulacién
de la invencion sobre el crecimiento vegetal mediante su captacion radicular en suelo acido arenoso.

Ejemplo 1

Preparacién de una sal de dihidrojasmonato potasico

Etapa |

Formacién de acido dihidrojasménico a partir de dihidrojasmonato de metilo
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[0059]
0

1. NaOH/MeOH

2. IM HC]
0% ™o
| 0% “OH

[0060] Se disolvieron pellas de hidroxido sodico (82,6 g) en metanol (425 ml) con agitacion. Esta solucion se
afiadié a una solucion agitada de dihidrojasmonato de metilo_(425 g) (obtenida en F.D. Copeland) en metanol (425
ml). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 24 horas. Después de este tiempo el analisis
mediante TLC (10:90 acetato de etilo (EtOAc):hexano) confirmé que se habia consumido todo el material de partida.
Se afadié una disolucién acuosa de acido clorhidrico 1 M lentamente hasta que el pH de la mezcla de reaccion era
de ~1. La solucidon acuosa/metanol se extrajo con acetato de etilo (4 x 150 ml) y los extractos organicos combinados
se secaron (MgSOQ.) y se evaporaron a vacio para proporcionar el acido dihidrojasmoénico como un aceite amarillo
palido (397,0 g, >99%).

[0061] La estructura se confirmé usando RMN 'Hy °C.

Etapa 2

Preparacion de una sal potasica de acido dihidrojasmoénico, al 10% en peso en disolucién acuosa a partir de acido
dihidrojasmonico

[0062]
0

KOH

H,0
O OH
- +
O 0O K
[0063] Se disolvid hidroxido potasico (5,29 g) en agua (225 ml) con agitacion. Esto se afiadio al acido

dihidrojasménico (20 g) preparado segun se describio en la etapa 1 para dar una solucion acuosa al 10% en peso de
la sal potasica dihidrojasmonica.

[0064] La estructura se confirmé usando RMN 'Hy °C.
Ejemplo 2

Preparacion alternativa de la sal potasica del acido dihidrojasménico
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[0065]
O

KOH

MeOH/Tolueno
— +
| 07 o K
[0066] Se disolvio dihidrojasmonato de metilo_(10 g) en tolueno (100 ml) con agitacion. Se afiadié una solucién de
KOH 2 M en metanol (22,1 ml) y la solucidn se llevé a reflujo. La mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo durante 18
horas, tiempo tras el cual el analisis mediante TLC (10:90 EtOAc:hexano) indicdé que ya no habia mas material de
partida presente. Los disolventes se eliminaron a vacio para proporcionar la sal potasica del acido dihidrojasmonico

como un aceite amarillo.

[0067] Se afiadio tolueno (3 x 100 ml) y se elimind a vacio en un intento de azeotropar cualquier agua residual. Sin
embargo, la sal potasica permanecié como un aceite amarillo.

[0068] La estructura se confirmé usando RMN 'Hy "°C.
Ejemplo 3

Formacién de una sal sédica del acido dihidrojasménico a partir de dihidrojasmonato de metilo

[0069]
O

NaOH

.
c

MeOH/Tolueno
O O _ .
I 07 S0~ Na

[0070] Se disolvieron pellas de hidroxido sédico (3,53 g) en metanol (20 ml) con agitacion, antes de ser afiadidas a
una solucién del dihidrojasmonato de metilo (20 g) en tolueno (20 ml). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante 48 horas, tiempo tras el cual el analisis mediante TLC (10:90 EtOAc:hexano) indicé que ya no
habia presente mas material de partida. Los disolventes se eliminaron a vacio para proporcionar la sal sédica del
acido dihidrojasmoénico como un aceite amarillo. Se afiadioé tolueno (3 x 100 ml) y se eliminé a vacio en un intento de
azeotropar cualquier agua residual. Sin embargo, la sal sédica permanecié como un aceite amarillo.

Ejemplo 4

Formacién de una sal magnésica de acido dihidrojasmonico a partir de acido dihidrojasmonico
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[0071]

2X
Mg(OMe),

MeOH

0O O

5 [0072] Se cargd un matraz de dos cuellos de fondo redondo de 3 L con virutas de magnesio y metanol (700 ml)
bajo nitrégeno. Se afiadieron dos cristales de yodo. Una vez iniciada la reaccion se comenzo la agitacion, y la
mezcla de reaccion se llevo a reflujo. La inicialmente marrén oscuro mezcla de reaccion se torné gradualmente de
color amarillo palido y se empez6 a formar un precipitado blanco. El calentamiento continué hasta que habia
reaccionado todo el magnesio. En este punto la mezcla de reaccion consistia en una disolucion practicamente

10 incolora que contenia un precipitado blanco. La mezcla de reaccién se enfrid hasta la temperatura ambiente antes
de afiadir gota a gota una disolucién de acido dihidrojasménico (350 g) en metanol (700 ml). Entonces la mezcla de
reaccion se llevd de nuevo a reflujo, se mantuvo a esta temperatura durante dos horas, y después se agitdé a
temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Esto dio una mezcla de reaccién como una disolucion amarilla palida
clara. El metanol se eliminé a vacio para dar el producto como un aceite amarillo palido. Se afiadié propan-2-ol (2 x

15 250 ml) y se elimind a vacio para eliminar cualquier agua residual, y esto proporcion6 la sal magnésica del acido
dihidrojasménico (368 g, >99%) como un sdlido amarillo claro.

[0073] La estructura se confirmé usando RMN 'H y ™C. La RMN 'H de la sal de magnesio mostré que el

compuesto contenia agua. Un analisis de Karl Fisher confirmé esto, y demostré que la sal de magnesio contenia un
20 1,8% de agua y propan-2-ol residual.

Ejemplo 5

Formulacion agricultural

25
[0074] La siguiente combinacion de componentes se formula adecuadamente conjuntamente para formar los
siguientes concentrados:

Formulacion 1

30
[0075]
dihidrojasmonato magnésico 100 g
acido acetilsalicilico 100 g
arginina 1.000 g
35
Formulacion 2
[0076]
40 dihidrojasmonato magnésico 100 g
benzoato sédico 100 g
arginina 100 g
Formulacion 3
45
[0077]
dihidrojasmonato magnésico 100 g
salicilato sodico 200 g
50 espermina 100 g
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Formulacion 4

[0078]
dihidrojasmonato magnésico 100 g
benzoato sédico 100 g
L-Arginina 500 g

[0079] Estos componentes son todos polvos solubles en agua, y por tanto la formulacion por llevarse a cabo
mediante una mezcla directa. El concentrado puede entonces mezclarse con un portador tal como agua o un
fertilizante y aplicarse a plantas tales como cultivos, o al entorno de las mismas.

[0080] La combinacion de compuestos de esta formulacion esta disefiada para combatir el estrés oxidativo,
mientras mantiene la integridad de la pared celular. Esto proporciona un aumento en la tolerancia a las condiciones
de estrés abidtico, y tiene el beneficio afiadido de expresar también ambas respuestas SAR e ISR.

Ejemplo 6

[0081] Se evaluaron los efectos del estrés sobre las plantas tratadas con la formulacién 4 como un empape de
suelo. Para la prueba se eligio la lechuga de cultivo Lactuca sativa variedad Arctic King. Las plantas de lechuga se
hicieron crecer en macetas individuales en cuatro medios de crecimiento diferentes, un suelo arenoso acido de pH
bajo (pH 4,27), un suelo arcilloso de caliza de pH alto (pH 9,35), Lufa 2.2 (pH 5,8) y bloques de crecimiento de lana
de roca (inerte).

[0082] Las plantas se estresaron con altas temperaturas (30 - 35°C) y bajos niveles de humedad, que provocaron
un crecimiento raquitico y clorético, especialmente en las plantas que crecian en suelo acido arenoso. Fueron
expuestas a una intensidad de luz de 3280 a 10320 Lux segun se requeria para el buen crecimiento de la planta,
con un régimen de luz de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad. Las plantas sanas se regaron segun lo requerian
para mantener la turgencia.

[0083] Se disolvié la anterior formulacion 4 en agua para producir la formulacién 5 como sigue:

Formulacion 5

[0084]
Agua destilada (99,93% p/p)
L-Arginina (00,05% p/p)
Benzoato sodico (00,01% p/p)
Dihidrojasmonato magnésico (00,01% p/p)

[0085] La formulacién 5 se probd sola a las siguientes tasas - 0 (control), tasa de 0,2x, tasa de 1x, tasa de 5x y
tasa de 25x, siendo la tasa x de 500 ml de producto/ha. Asumiendo una densidad de plantas de 70.000 plantas de
lechuga por hectarea (bibliografia) y a una tasa x de 500 mL de producto por Ha, cada planta recibiria entonces 7,14
mg/producto. Las diluciones del producto se realizaron de forma que cada planta recibia 7 mg (aprox.) en cada dosis
diaria para la tasa x.

[0086] Todos los tratamientos se aplicaron a las plantas de prueba como disoluciones acuosas y a 10 replicados.
Las disoluciones de empape aplicadas en lana de roca se realizaron a volumen con una disoluciéon de Hoaglands
debido a la ausencia de nutrientes en este medio. Las disoluciones de empape de los tres suelos se realizaron a
volumen en agua desionizada. Cada dia se aplicaron 10 mL de disolucion a cada platillo de la planta.

[0087] En cada intervalo de valoracion (antes de la aplicacion y semanalmente después), se valord la altura de las
plantas (mm), la etapa de crecimiento (BBCH) y los efectos fitotoxicos. Al final del estudio, se pesaron las raices y
los brotes (frescos y secos).

[0088] Los resultados se muestran en las Tablas 1 a5y en la Figura 1.

10



ES 2385717713

Tabla: 1 altura de la planta (plant height, P/H) en mm (media de 10 plantas)

Tipo de Tasa x de Alethea
suelo
Control 0,2 1 5 25

PHst™ |P/Hend PHst [PHend |PHst |PHend [P/Hst |PHend |P/Hst [P/Hend
Arenoso 96 263 08 324 95 324 106 303 98 341 *
acido

PHst™ |P/Hend P/Hst [PHend |P/Hst PHend |P/Hst PHend |P/Hst P/H end
Arcilloso | 111 21 |123 29 123 28 124 26 100
de caliza
Lana deroca | 70 133 81 121 78 148 75 125 103 119
Lufa 2.2 31 110 23 129 23 116 24 94 28 103
Nota: * significativamente diferente del control basado en la prueba de dos colas (P < 0,05) + st representa el inicio
de la prueba y "end" representa el final de la prueba

Tabla: 2 etapas de crecimiento de las plantas de prueba (growth stage, G/S) usando el codigo BBCH

(media de 10 plantas)

Tipo de Tasa x de Alethea
suelo
Control 0,2 1 5 25
G/Sst [G/Send [G/Sst |G/Send |G/Sst [G/Send |G/Sst |G/Send |[G/Sst |G/Send
Arenoso 16 56,5 16 56,5 16 56,5 47 16 57
acido
Arcilloso | 455 | 255 | 125 26 12,5 27 12,5 |27 12,5 |26
de caliza
Lanade 17 34,8 17 37,6 17 | 418 37,1 177|323
Lufa 2.2 13 26 13 26 13 26 26 13 26
Tabla: 3 % de clorosis al final de la valoraciéon
% de clorosis
Tratamiento| Suelo acido arenoso, 41 dias | Arcilloso de caliza, 36 dias | Lufa 2.2, 43 dias |Lana de roca, 43 dias
Control 58 52 21 49
0,2x 56 50 15 39
1x 55 38 18 49
5x 55 33 20 51
25X 54 * 36 19 49

Nota: * significativamente diferente del control basado en la prueba de dos colas (P < 0,05)

10

Tabla: 4 peso medio en seco de los brotes

Peso medio en seco de los brotes (g)
Tratamiento | Suelo acido arenoso Suelo arcilloso de caliza Lufa 2.2 Lana de roca
Control 5,74 2,89 3,16 6,13
0,2x 7,01 3,77 3,06 6,48
1x 6,68 3,13 3,05 3,67*
5x 5,89 3,19 2,21 6,13
25x 6,14 4,15 2,77 5,18

Nota: * significativamente diferente del control basado en la prueba de dos colas (P < 0,05)

Tabla: 5 peso medio seco de los brotes

Peso medio en seco de los brotes (g)
Tratamiento | Suelo acido arenoso Suelo arcilloso de caliza Lufa 2,2 Lana de roca
Control 2,77 2,00 1,25 N/A
0,2x 2,61 2,43 1,07 N/A
1X 2,28 2,04 1,07 N/A *
5x 2,62 2,52 1,04 N/A
25x 2,61 2,97 1,26 N/A

Nota: * significativamente diferente del control basado en la prueba de dos colas (P < 0,05)

11
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[0089] Se uso6 Toxcalc V 05 para determinar cualquier diferencia estadisticamente significativa entre las plantas
tratadas y las de control.

[0090] Se observd una mejora significativa en la salud de la planta con respecto a las no tratadas con el
tratamiento de 25x (12,5 L/ha) en las plantas con suelo acido arenoso 42 dias después de la primera aplicacion. Las
mejoras fueron la altura de la planta (341 mm en comparacién con los 263 mm en el control) (véase también la
Figura 1) y una reduccion en la fitotoxicidad (54% de clorosis en comparacion con el 58% en el control). La
formulacion aplicada a todas las tasas como un empape a las plantas en suelo acido arenoso mejoro la altura de la
planta (en un 23%, 23% 15% y 30% a 100 mL/ha, 500 mL/ha, 2.500 mL/ha y 12.500 mL/ha, respectivamente), y
aumentdé el peso medio en seco de los brotes (en un 22%, 16%, 3% y 7% a 100 mL/ha, 500 mL/ha, 2.500 mL/ha y
12.500 mL/ha, respectivamente).

[0091] Se eligio el medio de crecimiento que se observo que mas estresaba a las plantas, el suelo acido arenoso,
para su uso en la prueba de aplicacién foliar. Las aplicaciones foliares se aplicaron con el uso de un pulverizador
manual para asegurar una cubricidon uniforme, y se pulverizaron sobre las hojas hasta una incipiente escorrentia. Sin
embargo, las plantas tratadas no mostraron una mejora estadisticamente significativa en su salud o en el alivio del
estrés o cuando se compararon con las plantas no tratadas en todas las tasas probadas.

[0092] En este ensayo, por lo tanto, la formulacion 5 produjo una mejora en el crecimiento de la planta y se

observé una reduccion del estrés (clorosis) en las plantas que crecian en suelo acido arenoso, cuando se aplicé
mediante captacién radicular.

12
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion agricolamente aceptable que comprende: (i) un compuesto que comprende una sal soluble en
agua de formula (I1A)

O

o 0 | M

{IA)

en la que R'esun grupo n-pentilo o un grupo pent-2-enilo,

M es un catiéon metalico de valencia n, que es un metal alcalino que es potasio o sodio, o un metal alcalinotérreo que
es magnesio; (ii) un reactivo que reduce el estrés de las plantas, que es un compuesto agricolamente aceptable que
contiene un grupo acido benzoico o derivados del mismo, en el que el compuesto es acido salicilico, acido
acetilsalicilico, salicilato de metilo, acido benzoico o acibenzolar-S-metilo, o una sal agricolamente aceptable de los
mismos; Y (iii) un antioxidante, que es arginina o putrescina, espermina or espermidina.

2. Una composicioén segun la reivindicacion 1 en la que M es potasio o magnesio.
3. Una composicion segun la reivindicacion 2 en la que M es magnesio.

. ar . P . e 1 .
4. Una composicion segun la reivindicacion 1 en la que R’ es un grupo n-pentilo.

5. Una composicion segun la reivindicacion 1 en la que el reactivo que reduce el estrés de las plantas es acido
acetilsalicilico.

6. Una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende dihidrojasmonato
magnésico, acido acetilsalicilico y arginina.

7. Una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en la que la proporcion entre los
componentes (i):(ii):(iii) esta en el intervalo de 1:1:1 a 1:2:20 p/p.

8. Una composicion agricolamente aceptable que comprende una composicidon segun se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7 y un portador agricolamente aceptable.

9. Un método para mejorar el crecimiento y/o el rendimiento y/o la calidad de plantas superiores durante condiciones
de estrés abiotico, método que comprende aplicar a la planta o al entorno de la misma una composicion segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Un método para mejorar el rendimiento de los fertilizantes de nitrdgeno o de los fertilizantes que contienen
nitrégeno, comprendiendo dicho método aplicar dichos fertilizantes a plantas o al entorno de las mismas en
combinacién con una composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

11. Un método para reducir las pérdidas de cultivos por estrés biético, método que comprende administrar a una
planta o al entorno de la misma una composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

12. Una composicion fertilizante que incluye una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

13
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Figura 1

Altura de la planta en mm
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
Esta lista de referencias citadas por el solicitante es Ginicamente para la comodidad del lector. No forma parte del

documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

« RU 2212137 C2 [0006] « DD 221059 [0006]
+ RU 2212135 C2 [0006] « DD 215928 [0006]
+ WO 03020028 A [0006] « DD 263914 [0006]

. DD 276025 [0006]

Literatura diferente de patentes citadas en la descripcion

« CHEMICAL ABSTRACTS, 2003:816064 [0006] « CHEMICAL ABSTRACTS, 2003:816062 [0006]
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