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DESCRIPCION
Uso de prolinas para mejorar el crecimiento y/o el rendimiento

La presente invencién se ha realizado con financiacién gubernamental concedida por el departamento de Energia de
los Estados Unidos segun el contrato N° W-7405-ENG-36. El gobierno tiene determinados derechos en la presente
invencion.

La presente invencion se refiere en general a composiciones seleccionadas que contienen prolina y al uso de dichas
composiciones que contienen prolina para mejorar el crecimiento de las plantas, para mejorar la germinacion de las
semillas, para proteger las plantas frente a las condiciones de estrés seleccionadas.

Muchas actividades agricolas son muy sensibles al tiempo, con costes y retornos que son dependientes de una
rapida renovacién de los cultivos o de ser los primeros en llegar al mercado. Por tanto, un crecimiento rapido de la
planta es una meta econdémica importante de muchas empresas agricolas que hacen crecer cultivos de alto valor
tales como vegetales, bayas, y bananas, asi como para la industria de invernaderos y viveros. La importancia de
tecnologias mejoradas de produccién de cultivos se ha ampliado a medida que las observaciones han indicado que
los rendimientos de muchos cultivos bien desarrollados han tendido a estabilizarse en los ultimos afios. La meta de
un rapido crecimiento de las plantas se ha enfocado en numerosos estudios de los mecanismos reguladores de las
plantas, que siguen siendo poco comprendidos. En particular, no se ha conseguido una comprensién completa de
los mecanismos reguladores de las plantas que coordinan el metabolismo del carbono y el nitrégeno, que deben
tener un fuerte impacto sobre el crecimiento y el desarrollo de la planta.

De forma similar al deseo de un rapido crecimiento de la planta, otros factores de la planta son importantes en la
industria agricola, incluyendo factores tales como: el lapso de tiempo hasta la germinacion de la semilla, la
uniformidad de la germinacion, es decir, la germinacién casi simultanea, el rendimiento, y la relacion de la
germinacion total de la semilla.

La Patente de los Estados Unidos N° 5.922.649 de Pehu y col., ilustra la aplicacion de una composicion,
especificamente una composicion de glicina betaina, para mejorar el rendimiento de las plantas.

La patente de los Estados Unidos N° 6.831.040 de Unkefer y col., ilustra que la aplicacion de prolinas tales como 2-
hidroxi-5-oxoprolina, 5-oxoprolina (acido 2-pirrolidona-5-carboxilico) y sus mezclas a plantas promueve el
crecimiento. Mantener una concentracion eficaz tanto de 2-oxoglutaramato como de piroglutamato en una planta es
muy deseable. La elevacion de la concentracion del 2-oxoglutaramato puede dar como resultado un comportamiento
mejorado, rasgos de calidad y otros beneficios. Tratar las plantas con 2-oxoglutaramato o piroglutamato puede
proporcionar estos beneficios. Hasta la fecha, los procedimientos dirigidos a maximizar los beneficios del
piroglutamato han requerido generalmente, tratamientos regulares y frecuentes para mantener los niveles deseados
del compuesto.

Los presentes inventores han realizado una extensa investigacion de las composiciones que incluyen los isomeros L
y D del piroglutamato en diversas relaciones, y la eficacia de dichas composiciones para promover la germinacién de
la semilla, el crecimiento y el rendimiento de la planta. Los inventores han encontrado composiciones preferidas u
6ptimas para promover el crecimiento y el rendimiento de la planta.

De acuerdo con los fines de la presente invencion, como se realiza y se describe con amplitud en el presente
documento, la presente invencién incluye una composicion que incluye una mezcla de estereoisomeros de
piroglutamato L y D en una relaciéon de L a D de entre 80:20 a 97:3, y, un medio portador para la aplicacién de
dichos estereoisémeros de piroglutamato L y D a una planta diana.

La presente invencién incluye también un procedimiento para aumentar el crecimiento o el rendimiento de una planta
diana tratando la planta diana con una composicién que incluye una mezcla de estereoisémeros de piroglutamato L
y D en una relacion de L a D de 80:20 a 97:3 y un medio portador de dichos estereoisomeros de piroglutamato L y D.

La presente invencion incluye también un procedimiento para tratar semillas antes de la plantaciéon que comprende
humedecer las semillas directamente con una disolucion de la composicién que incluye una mezcla de
estereoisémeros de piroglutamato L y D en una relacién de L a D de entre 80:20 a 97:3.

La presente invencion incluye también la mejora de una composicién de revestimiento de una semilla tras la adicion
de una mezcla de estereoisdbmeros en una relacién de L a D de entre 80:20 a 97:3 como un componente de la
composicion de revestimiento de semillas.

El piroglutamato existe en dos formas, los estereoisdmeros D y L. cada uno de estos isdmeros es activo para
generar los beneficios deseados en las plantas. El piroglutamato comercialmente disponible, sintetizado mediante un
procedimiento de fermentacion bacteriana, tiene una relacion estereoquimica de aproximadamente 60:40 del
isébmero L al isomero D.
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La presente invencién se refiere a composiciones que incluyen los isomeros L y D de piroglutamato en diversas
relaciones y a la eficacia de dichas composiciones para promover la germinacion de las semillas, el crecimiento y el
rendimiento de la planta, y la resistencia a los estreses. Se han descubierto ahora composiciones 6ptimas o
preferidas para promover dicho crecimiento y rendimiento de la planta. En particular, la presente invencién se refiere
a composiciones que incluyen mezclas de estereoisomeros de L y D de piroglutamato que tienen una relacion del
estereoisomero L al D de entre 80:20 a 97:3. Dichas composiciones son también utiles como medios de germinacién
de las semillas y se pueden emplear en el revestimiento de una semilla para potenciar la germinacion de la semilla.
La presente invencion se refiere adicionalmente a la eficacia o a la efectividad de las composiciones de
piroglutamato que tienen seleccionada la relacion de los estereoisomeros L a D para la aplicacién en un vehiculo
dirigido a plantas para promover el crecimiento y el rendimiento de las plantas.

La composicién de la presente invencion tiene propiedades que conducen a aumentar la productividad de la planta.
Por ejemplo, mediante un cuidadoso control de la relacién de los esterecisomeros L:D a entre 80:20 a 07.3, se
produce una inesperada estimulacion mayor del crecimiento de la planta de la que es posible utilizando cualquier
estereoisdmero solo. Las composiciones pueden ser también eficaces en la protecciéon de las plantas de estreses
tales como los recibidos por la aplicacion intencionada o inadvertida de un herbicida. De forma adicional, estas
composiciones se pueden aplicar como un medio de germinacion o utilizarse en una composicién de revestimiento
de semillas para proporcionar una mejora en la germinacion de semillas.

En una realizacion de la presente invencion, las composiciones incluyen una mezcla de estereoisémeros L y D de
piroglutamato con una relacion del estereoisomero L al D de entre 80:20 a 97:3 que se puede combinar con un
medio portador tal como se conoce en la técnica. Por ejemplo, las composiciones pueden estar en agua, incluyendo
agua destilada y agua de grifo, en una disolucion fertilizante, o en una disolucion herbicida. El herbicida puede ser
un producto quimico agricola tal como 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxi acético). Un experto en la técnica estara
familiarizado con las diversas disoluciones fertilizantes y herbicidas que se pueden emplear. Sin embargo, las
composiciones de piroglutamato de la presente invencién pueden combinarse de forma mas sencilla con agua.

En otra realizacion de la presente invencion, las composiciones que incluyen una mezcla de estereocisomeros L'y D
de piroglutamato con una relacion del estereoisdmero L al D de entre 80:20 a 97:3 se pueden combinar en una
composicion de revestimiento de semillas, de tal manera que dichas composiciones de revestimiento de semillas son
bien conocidas en la técnica. Las personas expertas en la técnica estan familiarizadas con las diversas
composiciones de revestimiento de semillas que se pueden emplear.

Las composiciones de piroglutamato de la presente invencion pueden simplemente afiadirse como un componente
de los revestimientos de semillas convencionales. Dichos revestimientos convencionales de semillas son a menudo
poliméricos o una arcilla y se pueden usar para proteger la semilla de la abrasién durante las etapas de
almacenamiento y plantacion, de las condiciones ambientales desfavorables tras la plantacién, para proteger la
semilla de los insectos y de los hongos mediante el uso de aditivos tales como fungicidas e insecticidas, o para
promover la germinacion potencial en un momento mas deseable que puede relacionarse con la temperatura y la
humedad. Se usan también revestimientos de semillas para proporcionar compuestos que mejoran el
comportamiento global de la planta o de la semilla. Por ejemplo, se puede disefiar un revestimiento polimérico para
degradar a los niveles de temperaturas o humedades preseleccionadas en el que las semillas se pueden plantar
mas pronto que en el momento 6ptimo de la germinacién y el revestimiento de la semilla retrasara la germinacién
hasta que las condiciones ambientales sean las adecuadas.

La composicién puede incluir un vehiculo. Por el término “vehiculo” se entiende un material orgénico o inorganico,
natural o sintético con el que el material activo, es decir, la mezcla de estereoisomeros L y D de piroglutamato, se
puede asociar para facilitar su aplicaciéon a una planta, a semillas, a un suelo préximo a semillas y/o plantas. El
vehiculo puede facilitar también el trasporte o la manipulacion de semillas y/o plantas. El soporte puede ser sélido
(por ejemplo, arcillas, silicatos naturales o sintéticos, resinas y ceras) o fluido (por ejemplo, agua, alcoholes, cetonas,
fracciones de petroleo, hidrocarburos clorados y gases licuificados).

Las composiciones de piroglutamato de la presente invencion pueden incluir también uno o mas tensioactivos que
pueden ayudar en la penetracion de componentes activos en las plantas. Dichos tensioactivos incluyen tensioactivos
anionicos, catiénicos, no ionicos y de ion hibrido. Los tensioactivos anidnicos incluyen etoxilatos de alquilarilo,
etoxilatos de acidos grasos, etoxilatos de aceites de semillas vegetales, etoxilatos de ésteres de acidos grasos con
sorbitan, u otros alcoxilatos. Los tensioactivos adecuados pueden incluir dodecil sulfato de sodio y el compuesto,
CoH1o-(fenileno)-(OCH2 CHz)eOH conocido también como Nonoxynol-9™ o NP-9™.

Las composiciones de piroglutamato de la presente invencion pueden incluir también uno o mas agentes
humectantes tales como glicerol.

Las composiciones de piroglutamato de la presente invencidon se pueden aplicar ventajosamente a las plantas
mediante cualquiera de uno de numerosos medios. Por ejemplo, las composiciones se pueden aplicar directamente
a las raices de las plantas, pulverizando el follaje de las plantas, aplicandola al suelo alrededor de las plantas.
Preferentemente, las composiciones se pueden aplicar pulverizando el follaje de las plantas.
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Los procedimientos y las composiciones de piroglutamato de la presente invencién se pueden usar con plantas
recreativas o decorativas o con cultivos recreativos o decorativos, pero son particularmente utiles para tratar cultivos
comerciales, Los ejemplos de plantas y cultivos que se pueden tratar en la presente invenciéon incluyen.
monocotiledéneas (monocots), tales como sorgo, arroz, trigo, maiz, cebada, avena, y tepe, es decir, céspedes:
dicotiledoneas (dicots), tales como rosas y arboles frutales que incluyen manzanos, cerezos, y melocotoneros; vifias
que incluyen uvas, cruciferas vegetales, tales brécoli, coliflor, coles de bruselas, col rizada, repollo, rabanos y coles);
solanaceas (patatas, tomates, y pimientas que incluyen pimienta verde, pimienta de cayena), y legumbres tales
como soja, frijol enano.

Las composiciones de piroglutamato y los procedimientos de la presente invencion mejoran de forma considerable el
crecimiento y el rendimiento de las plantas, por ejemplo, la cantidad y la calidad del rendimiento. Las composiciones
de piroglutamato y los procedimientos de la presente invencion pueden ser econémicamente ventajosos y el
aumento en el rendimiento puede ser econémicamente aprovechable y significativo. Por ejemplo, se ha demostrado
que la cantidad de rendimiento de la avena aumenta con una aplicacion adecuada de las mezclas descritas de los
estereoisdmeros L y D de piroglutamato.

La presente invencion se describe de forma mas particular en los siguientes ejemplo, que se pretende que sean solo
ilustrativos, debido a que seran evidentes a los expertos en la técnica numerosas modificaciones y variaciones.

Ejemplo 1
Se trataron lotes individuales de semilleros de avena una vez con la serie de mezclas de isomeros de piroglutamato

que se muestran en la Tabla 1. Se contaron las hojas para rastrear la velocidad de crecimiento de la planta durante
los siguientes 28 dias.

Tabla 1
Composicion de la serie
N° de serie % de isobmero L | % de isémero D

N° 1 0 100
N° 2 60 40
N° 3 70 30
N° 4 80 20
N° 5 90 10
N° 6 95 5
N°e 7 96 4
N° 8 97 3
N° 9 98 2
N° 10 99 1
N° 11 99,6 0,4
N° 12 100 0

N° 13 (blanco) 0 0

La mejor velocidad de crecimiento de la planta, basandose en los dias desde el tratamiento frente al total de hojas,
se ha encontrado con las siguientes relaciones de los isdmeros UD: 80/20; 90/10; y, 95/5. Cada una de estas
relaciones supera al material normalizado comercialmente disponible que tiene una relaciéon UD de 60/40 (serie N°
2).

Ejemplo 2

Las avenas del ejemplo 1 se vigilaron también para determinar su numero de retofios, con las ultimas hojas
emergidas en el dia 28 después del tratamiento. Este parametro se refiere al potencial para el rendimiento del grano.
La Tabla 2 contiene los retofios resultantes con las ultimas hojas a los 28 dias para la misma serie de mezclas de
isbmeros.

Tabla 2
Numero de serie 1 2 3 |4 |5 |6 7 8 9 10 | 11 [ 12 | 13
Retofos con ultimas hojas | 20 | 24 | 17 | 34 [ 33 [ 37 |29 |31 |23 (22|26 | 24 [ 19

Se ha encontrado el mejor comportamiento con las relaciones de los isémeros UD de 80/20 a 97/3. Cada una de
estas relaciones super6 claramente el material normalizado comercialmente disponible que tenia una relacién UD de
60/40 (serie N° 2).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2408 629 T3

Ejemplo 3

Se trataron los semilleros de avena con la serie de mezclas de isémeros del piroglutamato que se muestra en la
Tabla 2. Se contaron las hojas para rastrear la velocidad de crecimiento de la planta durante los siguientes 24 dias.

Composicion de la serie
N° de serie | % de isdmero L | % de isémero D

N° 1 77,5 22,5
N° 2 80 20
N° 3 85 15
N° 4 90 10
N° 5 92,5 7,5

N° 6 (blanco) 0 0

La mejor velocidad de crecimiento de la planta, basandose en los dias desde el tratamiento frente al total de hojas
en forma de porcentaje de las hojas del dia 1 se ha encontrado con las relaciones de los isémeros UD, 80/20; 90/10;
y, 92,5/7,5. Un examen de los resultados de los ejemplos 1 a 3 demuestra que se consiguié un comportamiento
mejorado de la planta utilizando las relaciones de isémeros UD de piroglutamato entre 80/20 y 97/3.

Ejemplo 4

Se trataron se millas de tomate de 3 afios (Heinz N° 9665) con agua aireada (control) y con diversas disoluciones de
la composicion de piroglutamato (relacion de isdmeros 85:15 de L:D). Las semillas se humedecieron (incluyeron)
durante cuatro horas en el respectivo liquido y a continuacién se diseminaron sobre papel de germinacion en
fitobandejas normalizadas (a 25° C en la oscuridad).

Se prepard una composicion inicial de piroglutamato (con la relaciéon de isémeros 85:15) a una concentracion de
13,7 gramos por litro a un pH de entre aproximadamente 6,0 y 6,6. Esta composicion se denomina disolucién patrén.
Ademas del control, se trataron las semillas a las siguientes concentraciones finales de la composicion de
piroglutamato: disolucion patron (I); disolucion patrén 1/10 (l1); disoluciéon patrén 1/100 (I); vy, disoluciéon patron
1/1000 (IV).

En el dia 2, se observé una estimulaciéon pronunciada de la germinacion en semillas tratadas con la disolucién patron
1/100 (Ill) y la disolucién patréon 1/1000 (IV) en comparacién con la germinacidon cero para el control y para la
disolucién patrén (1) y la disolucion patron 1/10 (11).

El examen de diversas semillas tratadas mediante la disolucion control, la disolucién patrén (1) o la disolucion patron
1/10, desvelo que el cero por ciento de las semillas no demostré ninguna hinchazén del embrién o la emergencia de
brotes de germinacién. En comparacion, las semillas tratadas tanto con disolucion patron 1/100 (Ill) o la disolucién
1/1000 (IV) mostré que aproximadamente un 25 por ciento de las semillas tuvieron un embrién hinchado o brotes de
germinacién emergentes.

En el dia 6 después del tratamiento inicial, se observaron los siguientes niveles de germinacion: para la disolucion
control, 62 por ciento de germinacién; para la disolucién patrén (), cero porcentaje de germinacion; para la
disolucién patrén 1/10 (1), 64 por ciento de germinacion; para la disoluciéon patrén 1/100 (lll), 86 por ciento de
germinacion, y para la disolucion patrén 1/1000 (IV), 88 por ciento de germinacion.

De estos resultados, se han indicado resultados positivos en: el tiempo de germinacién de las semillas, es decir,
velocidad de germinacion de las semillas; porcentaje de germinacion; y velocidad de desarrollo de los semilleros.

Ejemplo 5

Se pulverizé una vez trigo comercial crecido en el campo con la composicién de piroglutamato (relaciéon de isémeros
85:15) de L:D) en la etapa de las ultimas hojas utilizando la misma disolucion de tratamiento que se ha descrito en
los otros tratamientos de plantas de los inventores. Se cosecharon los granos durante la madurez; las parcelas
tratadas dieron como resultado 0,65 T/hectarea mas (un aumento del 7%) de grano (semilla) que las parcelas sin
tratar.
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Ejemplo 6

Se hicieron crecer uvas de mesa comerciales que se pulverizaron dos veces la primera vez a 6-12 pulgadas (15,24-
30,48 cm) de crecimiento de nuevas vifias y la segunda pulverizacion 2 meses después. Se aplicé la composicion de
piroglutamato (relaciéon de isémeros 85:15 de L:D) a una tasa de 25 g por acre (25 g por 0,40 ha).

Ejemplo 7

Se llevé a cabo una prueba para medir la disminucién mediante piroglutamato del estrés inducido por 2,4-D en una
planta monocotiledénea de cultivo, la avena.

Se trataron plantas de avena en crecimiento con una mezcla de piroglutamato (relacién de isémeros 85:15 de L:D) y
2,4 D y se vigil6 su crecimiento. Se trataron semilleros de avena, que crecian vigorosamente en un invernadero, con
una mezcla de 2,4-D y piroglutamato (13,5 g/l). Se incluy6 el 2,4-D en la mezcla a 1/4 de la fuerza del campo
recomendada, se usd también un tensioactivo / agente humectante (Gly Surf P). Se aplicé la disolucion de
tratamiento con un pulverizador R&D de mochila utilizando 2 pases sobre las plantas para asegurar que todas las
plantas han recibido disolucién de tratamiento. Se estimé que esto simulaba una dosis de 1/2 de la fuerza del
campo. Se compararon estas plantas con plantas tratadas con el herbicida y el agente tensioactivo/humectante asi
como con los controles tratados Unicamente con el tensioactivo/agente humectante (controles).

Se ha encontrado que las plantas tratadas con Y2 de la fuerza del campo de 2,4-D y piroglutamato fueron mas
grandes que las tratadas solo con 2,4-D. El peso fresco de la planta promedio en la plantas del control fue de 10,4 g,
mientras que el peso fresco de la planta promedio en las plantas tratadas con 1/4 de la fuerza del campo de 2,4-D
fue de 2,29 g y el peso fresco de la planta promedio en las plantas tratadas con 1/4 de la fuerza del campo de 2,4-D
con el piroglutamato fue de 7,11 g. De esta manera, la incorporacién del piroglutamato con el herbicida disminuyé
claramente el impacto negativo del herbicida. Las posibilidades de esto incluyen: (a) utilizar el tratamiento de las
plantas con el piroglutamato donde el herbicida puede ser rociado en exceso de forma no intencionada, vy, (b) uso
directo de una combinacion de un herbicida y piroglutamato adecuados (de una relacién de is6meros
preseleccionada tal como 85:15 de L:D).

Ejemplo 8

Se llevé a cabo una prueba para demostrar que una formulacion de un herbicida (2,4-D) con piroglutamato (relacién
de isémeros 85:15 de L:D) afiadido no reduce la eficacia del efecto herbicida sobre las plantas dicotiledéneas.

Se trataron dos plantas dicotiledéneas, trébol blanco y don Diego de dia con la aplicacién de la fuerza del campo
recomendada por el fabricante y se midié la velocidad de marchitamiento. Las plantas de don Diego de dia y de
trébol blanco en crecimiento (25 en cada tratamiento) tratadas tanto con 2,4-D solo como una mezcla de 2,4-D y
piroglutamato se marchitaron con la misma eficacia, 100%.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que comprende:

una mezcla de estereoisémeros L y D de piroglutamato en una relacion de L a D de entre 80:20 a 97:3, v,
un medio portador para la aplicacion de dichos estereocisémeros L y D de piroglutamato a una planta diana.

2. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la relacién de los estereoisdmeros L a D es de 80.20 a
95:5.

3. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 y la reivindicacion 2 donde dicho medio portador es una
disolucion acuosa que incluye un tensioactivo y un agente humectante.

4. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3 donde dicha composicion incluye ademas un herbicida.
5. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 4 donde dicho herbicida es acido 2,4-diclorofenoxi acético.
6. Un procedimiento para aumentar el comportamiento agronémico de una planta diana que comprende:

tratar una planta diana con una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6 donde dicha planta diana se selecciona entre el grupo de
monocots, dicots, cruciferas, solanaceas y legumbres.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7 donde dicho comportamiento
agrondémico se selecciona entre el grupo que consiste en el crecimiento de la planta, el potencial de floracion, el
rendimiento y la resistencia de la planta al estrés producido por un herbicida.

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 donde dicho tratamiento es
mediante la aplicacion al follaje de una planta diana.

10. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 6 a 8 donde dicho tratamiento es mediante la aplicacion a
las raices de una planta diana.

11. Un procedimiento para tratar las semillas antes de la plantacion que comprende humedecer las semillas
directamente con una disolucion de una composicién que incluye una mezcla de estereoisémeros L y D de
piroglutamato en una relacion de L a D de entre 80:20 a 97:3.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11 donde dichas semillas proceden del grupo que consiste en arroz o
pimientas.

13. Una composicion de revestimiento de semillas de acuerdo con la reivindicacion 1.
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