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DESCRIPCION
Uso de subsalicilato de bismuto o de uno de sus derivados como agente fitofarmacéutico
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo fitofarmacéutico o fitosanitario, en particular a la prevenciéon y a la lucha de
enfermedades criptogamicas de las plantas, en concreto las que afectan a las vides y arboles frutales.

Antecedentes tecnoldgicos

La lucha y la prevencién de las enfermedades criptogdmicas es un problema importante en agricultura, en particular
en el campo viticola y arboricola. Existen diferentes tipos de enfermedades criptogamicas tales como el oidio, la
podredumbre gris, y las enfermedades de la madera que agrupan la yesca, Botrysphaeria dieback (es decir, las
enfermedades de decaimiento por Botryosphaeria tales como Black Dead Arm), eutipiosis, antracnosis o incluso
excoriosis.

Las enfermedades de la madera son particularmente perjudiciales para la sostenibilidad del patrimonio viticola. Los
parasitos responsables de estas enfermedades causan en un plazo mas o menos largo la muerte de la cepa y pueden
necesitar una renovacion de las plantas que puede alcanzar mas de 10% de un vifiedo.

Desde hace aproximadamente una decena de afios, se constata un avance importante de estas enfermedades que
se han convertido en objeto de importantes preocupaciones en el sector vitivinicola. En efecto, afecta a vifiedos de
todo el mundo. En Francia, todas las regiones vinicolas estan afectadas y actualmente aproximadamente 13% del
vifiedo francés es improductivo, principalmente debido a estas enfermedades de decaimiento. Varias observaciones
hacen pensar que la epidemia no es mas que el inicio del ciclo: i) la prohibicion del arsenito sédico, el Unico medio
eficaz conocido hasta ahora para combatir la yesca y el Black Dead Arm (BDA), a partir de 2001, ii) el aumento anual
de la tasa de mortalidad de 4 a 5% a partir del quinto afio tras detener el tratamiento por arsenito sodico, vy iii) la tasa
elevada de cepas asintomaticas contaminadas en el vifiedo.

En efecto, el desarrollo de esta epidemia se ha favorecido por la prohibicién del arsenito sédico en 2001, en todos los
paises viticolas, debido a su toxicidad. Esta prohibicién inquieta especialmente a los viticultores puesto que hasta la
fecha no se ha propuesto ningn método alternativo, eficaz y viable. Esto pone en peligro el mantenimiento del medio
de produccion y su longevidad y esto a escala mundial. Por consiguiente, los efectos de estas enfermedades de la
madera seran numerosos en un plazo medio: produciran una depreciacion de la calidad de los vinos después de una
renovacion de las parcelas, o una pérdida de la tipicidad de un vino de una regién viticola después de no replantar las
variedades de uva mas sensibles.

Las enfermedades de la madera que afectan al vifiedo agrupan la eutipiosis, la yesca y ciertas enfermedades de
decaimiento por Botrysphaeria tales como el Black Dead Arm (BDA). Estas enfermedades estan asociadas a la
presencia de diferentes hongos capaces de degradar los tejidos lefiosos. Las principales especies aisladas asociadas
a estas enfermedades son Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum, Eutypa lata, Fomitiporia
mediterranea, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum y Botryosphaeria stevensii. Se estan identificando otras
especies.

Estas enfermedades se expresan en la madera por la formacién de necrosis sectorial y/o central, por la presencia de
bandas marrones o chancros en el tronco y los brazos y en la hoja por decoloracion y desecamiento, que pueden ser
letales.

Las enfermedades de la madera pueden producir también retraso de crecimiento de las ramas y sintomas en la fruta
tales como retraso en la maduracién, marchitamiento o la presencia de manchas de color negro-violaceo en la
superficie de los frutos. La eutipiosis, cuyo principal agente patdégeno es E. lata, afecta no solamente a las vifias sino
también a los arboles frutales tales como los ciruelos, perales, manzanos, albaricoqueros o incluso los cerezos y
algunos arboles forestales

Desde la prohibicion del arsenito de sodio debido a su fuerte toxicidad, se han iniciado investigaciones en varios paises
del mundo con el fin de identificar soluciones alternativas a su uso. Asi, se ha propuesto el uso combinado de
ciproconazol y de carbendazima para prevenir las infecciones por Eutypa lata. Esta combinacién comercializada con
el nombre Atemicep® en Francia se ha retirado del mercado debido a su fitotoxicidad. Otro producto fitosanitario que
asocia el flusilazol y la carbendazima y homologado para la yesca, también se retiré del mercado debido a su toxicidad
en 2007. Se describen otros tratamientos quimicos en Bertsch et al., Plant Pathology, 2013,62, 243-265.

Actualmente las investigaciones se centran en descubrir soluciones alternativas al uso de agentes quimicos. Asi pues,
se acaba de homologar el biofungicida ESQUIVE®WP, comercializado par Bayer, contra la yesca, el Black Dead Arm
y la eutipiosis de la vid. Este producto fitofarmacéutico se basa en el uso de un hongo, en concreto la cepa 1-1237 de
Trichoderma atroviride. Este hongo presenta una actividad antagonista y de hiperparasitismo que prevendria el
desarrollo de los principales fitopatégenos implicados en estas enfermedades. Este biofungicida se debe aplicar en el
momento de la poda, solo a modo profilactico, por impregnacion o pulverizacion. Puesto que la eficacia de ESQUIVE®
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WP es parcial y la demostracién en el campo no esta totalmente establecida, se recomienda acompafiar su uso de
medidas de cultivo profilacticas.

Se han desarrollado también nuevas préacticas para evitar la propagacion de las enfermedades de la madera durante
la produccién de plantulas en viveros. Algunos viveristas tratan el material de propagacion con agua caliente o en
bafios de benomilo, captan o cloruro de didecilmetilamonio. Estos tratamientos permitirian reducir la incidencia de
determinados patégenos implicados en las enfermedades de la madera. La eficacia de estos métodos frente a la
proteccion de plantones de vid sigue siendo controvertida.

Las enfermedades criptogamicas afectan también a otras especies vegetales de interés agricola, en particular los
cultivos de cereales, cruciferas, frutales y leguminosas, asi como los productos procedentes de estos cultivos. Dana
et al. (Plant Disease Reporter, 1950, vol.34, 8-14) describen la evaluacion de diferentes compuestos, en concreto el
subsalicilato de bismuto, en el tratamiento del moho blanco de la judia producido por Sclerotinia sclerotiorum.

Hoy en dia todavia son necesarios nuevos agentes fitofarmacéuticos, respetuosos con el medio ambiente, para la
prevencion y el tratamiento de enfermedades criptogamicas en las plantas.

Resumen de la invencion
La invencion tiene por objeto un compuesto de férmula (1)

R o)

Rz

Rs v\

Ra en la que

- R1, Rz, Rs y R4 se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por un hidrégeno, un halégeno,
preferiblemente -Cl, -Br o -F, -OH, -O(CO)-CHs, un alcoxi C1-Cs, un alquilo C1-Cs, -NH2, y -CN,

- X e Y son independientemente entre si, O, S 0 NRs,

- M es Bi,

- L es H, o un motivo de vectorizacion que comprende de 1 a 40 atomos de carbono y
- Cada grupo Rs es independientemente H o un alquilo C1-Ce,

0 una de sus sales aceptables, como agente fitofarmacéutico para prevenir o tratar una enfermedad criptogamica que
se desarrolla en la madera de una planta, estando asociada o siendo causada dicha enfermedad criptogamica por uno
o0 varios hongos fitopatégenos seleccionados entre basidiomicetos parasitos y ascomicetos parasitos.

En algunas realizaciones, el compuesto de férmula (I) se caracteriza por que:
-R1y Rsson -H,

- R2 'y Ra se seleccionan independientemente entre -H, -Cly -F

-XeYsonO

-M esBi, y

- L es H, un hidroxi-alquilo C1-Cs, 0 -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH2-OH donde n es un nuimero entero que va de 1 a 19,
preferiblemente de 1 a 10.

Un compuesto preferido es el subsalicilato de bismuto.
La planta puede ser de cualquier tipo. Se puede tratar de una planta lefiosa como se define en la reivindicacion 4.

En ciertas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad criptogamica de la madera asociada a uno o varios
patégenos seleccionados de los patdgenos que pertenecen a la familia de Botryosphaeriaceae, al género Eutypa, por
ejemplo Eutypa lata, al género Phaeomoniella, al género Phaeoacremonium, al género Formitoporia, al género
Verticillium, al género Stereum o al género Phomopsis. A modo de ejemplo, la enfermedad de la madera puede estar
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asociada a un patdgeno seleccionado entre Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum, Eutypa
lata, Fomitiporia mediterranea, Fomitiporia punctata, Botryosphaeria stevensii, Diplodia seriata, Neofusicoccum
parvum, Stereum hirsutum yVerticillium longisporum

En una realizacién preferida, el compuesto segun la invencion se usa en el tratamiento o prevencion de una
enfermedad criptogamica de la vid seleccionada del grupo constituido por yesca, eutipiosis, Botryosphaeria Dieback,
en concreto el Black Dead Arm, la podredumbre negra (Black rot), excoriosis y antracnosis.

En ciertas realizaciones, el compuesto segln la invencién se puede usar:
- para prevenir o tratar las infecciones de heridas de poda, en concreto de arboles frutales y vides, o

- para la desinfeccion del material de propagacion o multiplicacion, en concreto durante la preparacion de los plantones,
preferiblemente de plantones de vid, en el vivero.

Finalmente, la invencion tiene también por objeto un método para tratar o prevenir una enfermedad criptogamica que
se desarrolla en la madera de una planta y asociada o causada por uno o varios hongos fitopatdgenos seleccionados
entre los basidiomicetos parasitos y ascomicetos parasitos, comprendiendo dicho método la aplicacién del compuesto
de férmula (1) sobre al menos una parte de dicha planta.

Figuras

La figura 1 muestra el crecimiento micelial de N. parvum en placas de Petri que contienen medio PDA complementado
con Oxido de bismuto, subsalicilato de bismuto, citrato de bismuto, dxido de cobre u 6xido de antimonio en dosis
comprendidas entre 0,01 y 40 mM.

Los resultados corresponden a las tasas de crecimiento del micelio con respecto a las condiciones testigo donde el
hongo se ha cultivado en medio PDA blanco (crecimiento de 100%).

La figura 2 muestra el crecimiento micelial de B. cinerea en placas de Petri que contienen medio PDA complementado
con 6xido de bismuto, subsalicilato de bismuto, citrato de bismuto, éxido de cobre u 6xido de antimonio en dosis
comprendidas entre 0,01 y 40 mM.

Los resultados corresponden a las tasas de crecimiento del micelio con respecto a las condiciones testigo donde el
hongo se ha cultivado en medio PDA blanco (crecimiento micelial de 100%).

La figura 3 muestra el desarrollo de necrosis después de inoculacion de N. parvum de Borgofia en entrenudos verdes
de V. vinifera cv Chardonnay que se ha sometido previamente a un bafio de éxido de bismuto, acido salicilico,
subsalicilato de bismuto 15 mM o agua (testigo) durante 10 minutos. Los resultados se han calculado en funcion de
las zonas de necrosis observadas en las condiciones testigo (=100%).

La figura 4 muestra la expresion de los genes de defensa VUPR1 y VVEDS1 (que codifican enzimas de la ruta del
acido salicilico) en los callos de V. vinifera cv Chardonnay cultivados en medio MPM1 complementado con acido
salicilico o subsalicilato de bismuto 10 mM. La expresién de los genes se ha evaluado por RT-qgPCR después de 4
dias de cultivo.

Los resultados representan la expresion relativa de los genes en los callos cultivados en medio complementado con
respecto a lo que se observa en los callos cultivados en medio MPM1 no complementado (testigo).

Descripcion detallada de la invencion

Se describen nuevos métodos de prevencién y tratamiento de enfermedades criptogamicas en las plantas. Estos
métodos se basan en el uso de subsalicilato de bismuto o uno de sus derivados.

El subsalicilato de bismuto se usa en medicina humana para el tratamiento y prevencion de problemas
gastrointestinales. Se trata del principio activo de las especialidades Pepto-bismol® y Kaopectate® comercializadas
entre otros, para el tratamiento de nauseas, diarreas ligeras e indigestiones. Su posologia maxima de absorcion es
500 mg/dia en el hombre en caso de problemas digestivos.

Estudios antiguos y aislados que datan de los afios 40, han mencionado el uso del subsalicilato de bismuto para el
tratamiento del mildit del tabaco (blue mold disease of tobacco en inglés) (compendio de Clayton et al., Journal of
Agricultural Research, 1943, 66, 261, compendio). Los mildius son causados por microorganismos filamentosos que
no son hongo, sino oomicetos. Los oomicetos pertenece al filo de los heterocontos y, desde un punto de vista
filogenético, estan proximos a organismos fotosintéticos tales como las algas marrones y las diatomeas. No tienen
ningun antepasado comin con los eumicetos.

Segun el conocimiento de los autores de la invencion, el uso del subsalicilato de bismuto como agente fitofarmacéutico
o fitosanitario para el tratamiento o prevencion de una enfermedad criptogamica de la madera, en particular causada
por un hongo parasito que pertenece a los basidiomicetos o los ascomicetos, no se ha descrito nunca hasta la fecha.
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De forma sorprendente, los autores de la invencion han mostrado que el subsalicilato de bismuto es capaz de inhibir
significativamente el crecimiento micelial de varios fitopatégenos, en particular Neofusicoccum parvum, implicados en
el decaimiento por Botryosphaeria (Botryosphaeria dieback) y Botrytis cinerea, implicado en la podredumbre gris de
los frutos (llamado también "moho o podredumbre gris"). Los autores de la invencién han mostrado también que el
oxido de bismuto y el subcitrato de bismuto presentan, por su parte, una actividad muy débil de inhibicion frente a
estos fitopatégenos.

Los resultados obtenidos in vitro se han confirmado in vivo en un modelo de necrosis en entrenudos de madera de la
cepa de Chardonnay. La inmersion previa de un entrenudo de madera inoculado con micelio de N. parvum en una
disolucién subsalicilato de bismuto 15 mM durante 10 min ha permitido limitar de forma muy significativa (= 50%) la
formacion y propagacion de necrosis y por lo tanto el desarrollo micelial. Dicho resultado no se ha observado mediante
una inmersion previa en un bafio de acido salicilico 15 mM o en un bafio de éxido de bismuto 15 mM. Los autores de
la invencion han mostrado también que el subsalicilato de bismuto es capaz de inducir ciertos genes de defensa y de
resistencia de la planta a los fitopatdgenos. Ensayos complementarios han mostrado que el subsalicilato de bismuto
también puede inhibir in vitro el crecimiento micelial de varios hongos fitopatdgenos modelo implicados en diversas
patologias vegetales tales como alternariosis, fusariosis, septoriosis de la hoja del trigo, moho o podredumbre de
frutos, en especial citricos, piriculariosis, moniliosis o incluso verticilosis. De forma notable, el efecto biocida del
subsalicilato de bismuto frente a los hongos fitopatégenos es muy superior al que han podido observar los autores de
la invencién frente a dos modelos de oomicetos. Dicho resultado muestra que el efecto biocida del subsalicilato de
bismuto es especifico de los hongos fitopatégenos, en especial de los basidiomicetos y ascomicetos parasitos, y que
no se podia prever por los estudios antiguos relativos al mildit del tabaco.

Los resultados experimentales descritos en la presente solicitud ilustran las propiedades fitofarmacéuticas del
subsalicilato de bismuto frente a infecciones criptogamicas y su capacidad para penetrar la madera. El subsalicilato
de bismuto presenta ademas la ventaja de ser particularmente poco téxico para el hombre. Presenta también una
toxicidad pequefia frente al entorno, como lo demuestran los autores de la invencion mediante los experimentos de
ecotoxicidad.

Por lo tanto, el subsalicilato de bismuto esta particularmente adaptado a un uso como agente fitofarmacéutico para el
tratamiento y la prevencion de enfermedades criptogamicos de las plantas, en particular de interés agricola.

Por lo tanto, se describe el uso del subsalicilato de bismuto o uno de sus derivados como agente fitofarmacéutico en
el tratamiento o prevencion de una enfermedad criptogdmica en una planta.

Se entiende por "subsalicilato de bismuto" o "sub-salicilato de bismuto" el compuesto de la siguiente formula:

0

En el sentido de la invencidn, se entiende por "enfermedad criptogamica" una enfermedad causada por, 0 asociada a
uno o varios hongos fitopatégenos. En el sentido de la invencion, la expresion "enfermedad criptogamica" engloba
también las enfermedades favorecidas por la colonizacién de la planta por uno o varios hongos sapréfitos.

En cambio, la expresion "enfermedad criptogdmica” no engloba patologias causadas por microorganismos
fitopatégenos que no son hongos. En especial, la expresion "enfermedad criptogamica” no engloba las patologias
causadas 0 asociadas a uno o varios fitopatégenos que pertenecen a los oomicetos tales como Peronospora tabacina,
Plasmapora viticola o Phytophtora infestans. En otras palabras, las enfermedades de tipo mildid (downy mildew en
inglés) tales como el mildit del tabaco, mildiu de la vid o mildit de la patata, no estan comprendidas en la expresion
"enfermedad criptogamica" segun la invencion.

Las enfermedades criptogamicas abarcan, sin estar limitadas, la yesca, eutipiosis, decaimientos por Botryosphaeria,
black rot (podredumbre negra), podredumbre gris, antracnosis, excoriosis, alternariosis, fusariosis, septoriosis, mohos
o podredumbres de los frutos, en especial de citricos, piriculariosis, moniliosis o incluso verticilosis.

En el marco de la invencion, la enfermedad criptogamica estd asociada o es causada por uno o varios hongos
fitopatégenos, en particular un hongo fitopatégeno microscoépico, seleccionado entre los basidiomicetos parasitos y los
ascomicetos parasitos. Los basidiomicetos parasitos abarcan, sin estar limitados, hongos fitopatégenos del género
Fomitiporia, Stereum y del orden Pucciniales, en especial del género Hemileia.

Los ascomicetos parasitos abarcan, sin estar limitados, hongos fitopatégenos que pertenecen a los géneros
Verticillium, Alternaria, Fusarium, Magnaporthe, Monilia, Penicilium, Aspergillus, Botrytis, Eutypa, Phaeomoniella,
Phaeoacremonium. Phomopsis, Cercospora, Mycosphaerella, Bipolaris o incluso a la familia de Botryosphaeriaceae

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2770622 T3

en especial a los géneros Spencermatinsia, Neofusicoccum, Botryosphaeria, Diplodia y Lasiodiplodia. Los
ascomicetos abarcan también los hongos fitopatdgenos responsables del oidio. Estos hongos fitopatégenos
pertenecen a la familia de las erisifaceas, en especial a los géneros Erysiphe, Podosphaera, Sphaerotheca, y Uncinula,
por ejemplo, Erysiphe necator.

A modo de ejemplo, el o los hongos que pertenecen a los ascomicetos parasitos o a los basidiomicetos parasitos se
puede/pueden seleccionar entre los géneros lternaria, Fusarium, Septoria, Verticilium Magnaporthe, Monilia,
Penicilium, Aspergillus, Septoria, Botrytis y Neofusicoccum.

Se entiende por hongo fitopatdgeno "asociado a, que implica o causa una enfermedad" un hongo fitopatégeno capaz
por si mismo de inducir la enfermedad y/o de favorecer el desarrollo de la enfermedad y/o de uno de sus sintomas en
la planta considerada. Preferiblemente, el hongo fitopatégeno no es un patégeno para el reino animal, en particular
frente a mamiferos, incluido para el hombre.

A modo de ejemplo, la enfermedad criptogdmica puede estar asociada, o ser causada por uno 0 varios
microorganismos que pertenecen a la familia de Botryosphaeriaceae

En ciertas realizaciones, la enfermedad criptogamica esta asociada o es causada por uno o varios patégenos que
pertenecen a la familia de Botryosphaeriaceae. En el sentido de la invencion, dichas enfermedades abarcan las
enfermedades de decaimiento por Botryosphaeria y patologias que afectan a las partes aéreas de las plantas y que
implican uno o varios fitopatdégenos de la familia Botryosphaeriaceae, en especial la podredumbre negra (conocida
comunmente con el nombre de Black rot) y Macrophoma rot (podredumbre blanca).

En el sentido de la invencién, la expresion "decaimiento por Botryosphaeria" o "Botryosphaeria dieback” indica las
enfermedades criptogdmicas que implican uno o varios fitopatbgenos que pertenecen a la familia de los
Botryosphaeriaceae y que pueden afectar a las partes lefiosas de la planta. Las enfermedades de decaimiento por
Botryosphaeria abarcan enfermedades de la madera tales como el Black Dead Arm, decaimiento por Diplodia
(Diplodia-cane dieback) y el chancro por Botryosphaeria (Bostryosphaeria canker).

Las enfermedades criptogamicas que implican un fitopatégeno que pertenece a la familia de Botryosphaeriaceae y
que afectan a las vifias se describen en especial en Urbez-Torres, Phytopathol. Mediterr., 2011, 50 (Supplement), S5-
S45, cuyo contenido se incorpora en la presente memoria por referencia.

En el sentido de la invencidn, se entiende por "tratamiento de una enfermedad" el hecho de curar, atenuar, ralentizar,
detener el avance de una enfermedad o de uno de sus sintomas en una planta. De forma mas precisa, se entiende
por "tratamiento” el hecho de detener, ralentizar, disminuir, controlar o suprimir la infeccion de la planta por un hongo
fitopatégeno.

Se entiende por "prevencion de una enfermedad” el hecho de impedir o retrasar la aparicion de una enfermedad o de
uno de sus sintomas en una planta, el hecho de ralentizar, disminuir o prevenir la propagacién de una enfermedad en
un cultivo dado, el hecho de erradicar o disminuir la presencia de fitopatégenos en estado latente en una planta o en
un cultivo, o incluso el hecho de disminuir la incidencia de una enfermedad o el riesgo de contaminacién por esta
enfermedad en un cultivo dado.

En el sentido de la invencién, se entiende por "agente fitofarmacéutico o fitosanitario” un compuesto dirigido a proteger
a las plantas y los productos de cultivo contra organismos nocivos, en particular microorganismos, o a prevenir su
accion, asegurar la conservacion de los productos vegetales y/o ejercer una accién sobre los procesos vitales de los
vegetales (en la medida en que no se trata de sustancias nutritivas), por ejemplo, favoreciendo el crecimiento vegetal
y estimulando las defensas de la planta.

En el sentido de la invencion, se entiende, preferiblemente, por "agente fitofarmacéutico o fitosanitario” un compuesto
adaptado a un uso en agricultura para tratar o prevenir una enfermedad, preferiblemente causada por un
microorganismo parasitario, en un organismo vegetal. Dicho agente fitofarmacéutico puede tener un efecto directo
sobre el desarrollo y la viabilidad del o de los microorganismos implicados o asociados a la enfermedad y/o inducir o
estimular los mecanismos de defensa o de resistencia de la planta contra dicho o dichos microorganismos.

Preferiblemente, en el sentido de la invencién, los compuestos de formula (I) como se definen a continuacion,
presentan una actividad seleccionada entre una actividad fungistatica, una actividad fungicida, una actividad de
estimulacion de las defensas de la planta y sus combinaciones. Preferiblemente, los compuestos de féormula (1)
presentan a la vez una actividad fungistatica y una actividad de estimulacién de las defensas de la planta.

En el sentido de la invencion, se entiende por "agente fungistatico” un compuesto capaz de prevenir, ralentizar o
detener el desarrollo y/o la reproduccién de un hongo fitopatégeno.

En el sentido de la invencién, se entiende por "planta" un organismo vegetal pluricelular de cualquier tipo.
Preferiblemente, la planta es una planta vascular, es decir una planta que pertenece a las traqueofitas. Las plantas
vasculares abarcan las plantas lefiosas y las plantas herbaceas. Preferiblemente, la planta es de interés agricola. Se
puede tratar, por ejemplo, de un cultivo horticola, frutales, cereales o viticola.
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En ciertas realizaciones, la planta es una planta lefiosa. A modo de ejemplo de plantas lefiosas, se pueden citar los
arboles frutales tales como el banano, albaricoquero, mango, ciruelo, melocotonero, manzano, peral, cerezo,
membrillero, nogal, higuera, y los citricos, arboles forestales, arboles y arbustos ornamentales u horticolas como los
rosales, algodon, café y las vides.

Se describe también una planta herbacea. A modo de ejemplo de plantas herbaceas, se pueden citar las plantas de
la familia de las solanaceas como el tomate y la patata, las plantas de la familia de las apiaceas como la zanahoria o
el nabo, cruciferas (o la familia Brassicaceae) como la colza, gramineas como la cafia de azucar y cereales como el
maiz, arroz, trigo, cebada, avena y centeno.

Se describe el uso de un compuesto de formula (1)
R4 O
R

7~
R3 Y7 No—tL

R4 en la que
- R1, Rz, R3 y R4 se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por un hidrégeno, un halégeno, -
OH, -O(C0O)-CHs, un alcoxi C1-Cs, tal como -OCHgs, un alquilo C1-Cs, -NH2, -CF3y -CN,

- X e Y son independientemente entre si, O, S 0 NRs,

- M es Bi, Cu o Sb,

- L es H, o un motivo de vectorizacion que comprende de 1 a 40 atomos de carbono, y
- Cada grupo Rs es independientemente H o un alquilo C1-Cs,

0 una de sus sales aceptables a nivel fitofarmacéutico

como un agente fitofarmacéutico, para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad criptogamica en una planta,
estando asociada o siendo causada dicha enfermedad criptogdmica por uno o varios hongos fitopatégenos
seleccionados entre los basidiomicetos parasitos y los ascomicetos parasitos. Un alquilo C1-Cs abarca, sin estar
limitado, los grupos metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, isopropilo, terc-butilo, iso-butilo, sec-butilo, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo. Los grupos alquilo preferidos segin la invencién son los grupos Ci-Cs, en
particular los grupos metilo, etilo, propilo e isopropilo.

Un grupo hidroxialquilo C1-Cs, se refiere a un grupo alquilo C1-Cs, preferiblemente C1-Cs, sustituido con al menos un
hidroxilo.

Un grupo alcoxi C1-Cs se refiere a un grupo R-O- donde R es un grupo alquilo C1-Cs, preferiblemente C1-Cs. Los &tomos
de halégeno abarcan -F, -Br, -Cl y -I. Los atomos de halégeno preferidos segun la invencion son -F y -Cl.

Se entiende por "motivo de vectorizacién" un grupo quimico que favorece las propiedades del compuesto, en especial
la solubilidad del compuesto en agua y/o su capacidad para penetrar en la madera. El motivo de vectorizacion puede
comprender, entre otros, un radical glicosilo y/o una cadena hidrocarbonada que comprende de 1 a 40 atomos de
carbono. Esta cadena hidrocarbonada puede estar interrumpida por uno o varios heteroatomos, preferiblemente -O- o
-S-, y/o por uno o varios grupos de tipo -SOz-, -SO-, -NHC(O)-, -OC(0)-, -NH y -NH-CO-NH-. De forma adicional o
alternativa, dicha cadena hidrocarbonada puede estar sustituida con uno o varios grupos, preferiblemente
seleccionados entre -ORs, -N(Rs)z, -CF3 y un alquilo C1-Cs, un monosacarido o un disacérido. En ciertas realizaciones,
el motivo de vectorizacion es un motivo de tipo oligo o poliéter, por ejemplo, un polietilenglicol, un polipropilenglicol o
incluso un politetrametilenglicol. En ciertas realizaciones, L comprende o consiste en -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH2-OH
donde n es un nimero entero que va de 1 a 19.

Se describe también que el compuesto de formula (1) se caracteriza por que:

- R1, R2, Rs y R4 se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por un hidrégeno, un halégeno,
preferiblemente -Cl, o -F, -OH, -O(CO)-CHs, -OCHs, -NH2, CF3y -CN

-XeYsonO,

-MesBioCu,y
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- L es H, un hidroxialquilo C1-Cs, un radical glicosilo o una cadena de oligo o poliéter, tal como -(CH2-CH2-O), -CH2-
CH2-OH donde n es un namero entero que va de 1 a 19

Se describe que el compuesto de formula (I) se caracteriza por que:
-Ri1y Rsson -H,

- R2 y R4 son independientemente el grupo constituido por -H, -Cl, -F, -OH, -O(CO)-CHs, -OCHs, -NH2 y -CN.
Preferiblemente, Rz y R4 se seleccionan entre -H, -Cl o -F,

-XeYsonO,
- M es Bi o Cu, preferiblemente Bi, y

- L es H, un hidroxialquilo C1-Cs, un radical glicosilo o una cadena de oligo o poliéter, tal como -(CH2-CH2-O)n-CH2-
CH2-OH donde n es un nimero entero que va de 1 a 19.

Se describe también que el compuesto de formula (1) se caracteriza por que:
-Ri1y Rsson -H,

- Rz 'y Ra se seleccionan independientemente entre -H, -Cly -F
-XeYsonO

- M es Cu o Bi, preferiblemente Bi, y

- L es H, un hidroxi-alquilo C1-Cs, 0 -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH2-OH donde n es un nimero entero que va de 1 a 19,
preferiblemente de 1 a 10.

La presente invencion se refiere al uso de un compuesto de formula (I) como se ha descrito antes y con M que es Bi,
para tratar o prevenir una enfermedad criptogamica que se desarrolla en la madera de una planta, estando asociada
o siendo causada dicha enfermedad criptogdmica por uno o varios hongos fitopatégenos seleccionados entre los
basidiomicetos parasitos y los ascomicetos parasitos.

Compuestos preferidos segun la invencién son los compuestos de férmula (la):

O

N\
O Yo—La)
donde M es Biy L es como se ha definido antes.
Preferiblemente:

L es H, un hidroxialquilo C1-Cs, 0 -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH2-OH con n que es un ndmero entero que va de 1 a 19,
preferiblemente de 1 a 10.

Se describen compuestos de formula (Ia) tal que L=Hy M = Bi o Cu.

Los compuestos de formula (I) se pueden preparar por sintesis quimica como se ilustra en Timakova et al., Chemistry
for Sustainable Development, 2009, 305-313.

Estos compuestos se pueden usar para el tratamiento de cualquier enfermedad criptogdmica que afecta a las plantas
descritas en la presente descripcion.

Los compuestos segun la formula (I) se pueden usar para tratar o prevenir las patologias en la madera y las raices,
pero también las que se desarrollan en partes aéreas de la planta tales como los frutos, hojas, tallos, espigas, flores 'y
paniculas.

Los sintomas producidos por las enfermedades criptogamicas que se desarrollan en las partes aéreas de las plantas
son variados y comprenden, entre otros, manchas, por ejemplo, negras, marrones o amarillentas, quemaduras o
necrosis en las hojas, tallos o semillas, enfermedad de los semilleros, aparicién de picnidios, aparicién de pustulas en
las hojas, fendbmenos de marchitamiento de las hojas, secado de las hojas en particular, clorosis o decoloracién de las
hojas, aparicion de peritecas en el tallo o incluso moho y marchitamiento de los frutos.
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A modo de ejemplo de enfermedades criptogadmicas, se pueden citar:

- Las alternariosis que son causadas por los hongos del género Alternaria. Se puede citar la alternariosis de la
remolacha (Alternaria alternata), de la zanahoria (Alternaria dauci), de las cruciferas (Alternaria brassicicola, Alternaria
brassicae), de las solanaceas (Alternaria solani) o del trigo (Alternaria triticina),

- las fusariosis causadas, en especial, por los fitopatdgenos del género Fusarium, que segun la especie vegetal
afectada, se pueden manifestar por lesiones y/o coloraciones marrones en las semillas y los tallos asi como la aparicién
de podredumbre seca. A modo de ejemplo, se pueden citar las especies Fusarium graminearum y Fusarium nivale
que afectan al trigo o Fusarium sambucinum que afecta a la patata. Se puede citar también la fusariosis de la cafia de
azucar.

- las septoriosis causadas por fitopatégenos de la familia de Mycosphaerellaceae, en particular del género Septoria.
Se puede citar a modo de ejemplo, la septoriosis de la zanahoria (Septoria dauci), del tomate (Septoria lycopersici) o
del trigo (Septoria tritici),

- las verticilosis causadas por los fitopatdégenos del género Verticillium en especial por Verticillium dahliae y Verticillium
albo-atrum y que pueden afectar a diferentes tipos de plantas herbaceas como el tomate o la berenjena,

- la piriculariosis que afecta principalmente al arroz y es causada por Magnaporthe grisea,

- las moniliosis causadas por fitopatégenos del género Monilinia y que afectan principalmente a los arboles frutales.
Se puede citar a modo de ejemplo de fitopatdgenos Monilinia fructigena que ataca principalmente a los frutos con
pepitas y Monilinia laxa que ataca principalmente a los frutos con hueso,

- Las enfermedades de podredumbre y mohos de los frutos causadas en especial por Penicillium digitatum, Aspergillus
Niger o Botrytis cinerea.

- Las cercosporiosis causadas por hongos del género imperfecto Cercospora o por el género Mycosphaerella. Se
puede citar la cercosporiosis de la remolacha (Cercospora beticola), o la cercosporiosis del maiz (Cercospora zeae-
maydis y Cercospora zeina). La cercosporiosis negra que es una enfermedad foliar del banano y que es causada por
Mycosphaerella fijiensis,

- Las helmintosporiosis causadas en especial por el género Bipolaris y que afecta principalmente a las gramineas. Se
puede citar la helmintosporiosis del arroz causada por Bipolaris oryzae, la helmintosporiosis del maiz causada por
Bipolaris maydis y Bipolaris zeicola, la helmintosporiosis de los cereales causada por Bipolaris sorokiniana,

- Las royas causadas por hongos parasitarios del orden Pucciniales. A modo de ejemplo, se puede citar la roya del
cafetal causada por los hongos basidiomicetos, Hemileia vastatrix y Hemileia coffeicola.

- El mal del pie que afecta principalmente a cereales y otras gramineas, tales como el trigo, cebada y centeno. La
contaminacion tiene lugar en las raices y los sintomas son visibles en el tallo, raices (ennegrecimiento y necrosis) y
las espigas (emblanquecimiento). Esta enfermedad produce una enfermedad de los semilleros. El mal del pie es
causado principalmente por Gaeumannomyces graminis.

Las patologias criptogamicas que afectan a las partes aéreas pueden comprender también enfermedades de
podredumbre y de moho del fruto o de las hojas, tales como la podredumbre gris, black rot (conocido también con el
nombre de podredumbre negra o podredumbre seca) y Macrophoma rot. Estas patologias pueden implicar diferentes
tipos de hongos. A modo de ejemplo, los hongos fitopatégenos que afectan a las hojas, frutos, bayas y/o flores, en
especial en la vifia, abarcan, sin estar limitados a Guignardia bidwellii (conocido también con el nombre de
Botryosphaeria bidwellii) (Black rot), Botryosphaeria. dothidea (Macrophoma rot) y Botrytis cinerea (podredumbre gris).

Se describe que la enfermedad criptogamica se puede seleccionar del grupo constituido por la alternariosis, fusariosis,
septoriosis, verticilosis, piriculariosis, moniliosis, royas causadas por hongos parasitos del orden de Pucciniales,
cercosporiosis, helmintosporiosis, mal del pie, enfermedades de podredumbre y moho de frutos, en especial la
podredumbre gris, black rot y Macrophoma rot.

Se describe también que la patologia criptogamica estd asociada o es causada por un hongo fitopatégeno
seleccionado del grupo constituido por Verticilium dahliae, Verticillium albo-atrum, Magnaporthe grisea, Monilinia
fructigena, Monilinia laxa, Penicillium digitatum, Aspergillus Niger, Botrytis cinerea, Septoria dauci, Septoria lycopersici,
Septoria tritici, Fusarium graminearum, Fusarium nivale, Alternaria triticina, Alternaria alternata, , Alternaria dauci,
Alternaria solani, Alternaria brassicicola, Alternaria brassicae, Guignardia bidwellii, Botryosphaeria. Dothidea, Botrytis
cinerea, Cercospora beticola, Cercospora zeae-maydis, Cercospora zeina, Mycosphaerella fijiensis, Bipolaris oryzae,
Bipolaris maydis, Bipolaris zeicola, Bipolaris sorokiniana, Gaeumannomyces graminis, Hemileia vastatrix y Hemileia
coffeicola.

Se describe también el uso de compuestos de formula (l) para prevenir o tratar una enfermedad de podredumbre o de
moho del fruto y/o las hojas, en particular de la vid. Dicha enfermedad puede estar asociada a uno o varios patdégenos
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seleccionados entre la familia de Botryosphaeriaceae, y el género Botrytis, en especial Botrytis cinerea.
Preferiblemente, la planta tratada es un cultivo de interés agrondmico. A modo de ejemplo, las plantas de interés
agricola comprenden la vid, fresas, tomate, girasol y arboles frutales.

En el marco de las enfermedades criptogamicas que implican una contaminacién de las partes aéreas de la planta
como las hojas y los frutos, el compuesto de formula (1) se puede administrar durante los periodos de desarrollo foliar,
floracion y maduracién de los frutos, por ejemplo, en forma de una solucién pulverizable, directamente sobre los frutos
ylo las hojas.

Se describe que el compuesto de férmula (I) se puede usar para prevenir o tratar la podredumbre o moho de productos
de cultivos. Se entiende por "productos de cultivos" los productos recogidos o recolectados, en especial las legumbres,
frutos, flores o semillas. Los frutos abarcan, sin estar limitados, racimos de uvas o grosellas, bayas tales como moras
y frambuesas, fresas, frutas de pepita como manzanas, citricos, tomates y peras, frutas de hueso, en especial cerezas,
melocotones, nectarinas, ciruelas, albaricoques, aguacates o incluso mangos. De forma mas precisa, el compuesto
de férmula (1) se puede usar a modo de agente de conservacién para el acondicionamiento y almacenamiento de los
productos recogidos. Tipicamente, el compuesto se puede aplicar a los productos recolectados, antes o durante su
acondicionamiento, por pulverizacion.

Segun la invencidn, las patologias criptogamicas de la madera abarcan las enfermedades llamadas de "decaimiento”
tales como la yesca, Botrysphaeria dieback, en particular el Black Dead Arm, decaimiento por Diplodia o chancro por
Botryosphaeria, eutipiosis, antracnosis y excoriosis. Estas enfermedades estan asociadas a uno o varios patégenos
tales como los que pertenecen a la familia de Botryosphaeriaceae.

La yesca, eutipiosis y Black Dead Arm son las principales enfermedades de la madera que afectan a la vid. Estas
enfermedades se describen, entre otros, en Bertsch et al., Plant Pathology, 2013, 1-23, cuyo contenido se incorpora
en la presente memoria por referencia.

Las patologias de la madera son causadas por diferentes tipos de patdégenos criptogamicos. A modo de ejemplo, se
pueden citar los patdgenos que pertenecen a la familia de Botryosphaeriaceae en particular a los géneros
Spencermatinsia, Neofusicoccum, Botryosphaeria, Diplodia y Lasiodiplodia, los patégenos que pertenecen al género
Eutypa, por ejemplo Eutypa lata, o incluso los patdgenos que pertenecen a los géneros Phaeomoniella,
Phaeoacremonium, Formitoporia, Verticillium o Phomopsis tales como P. viticola., Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium aleophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea, Fomitiporia punctata, Botryosphaeria stevensii,
Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, Stereum hirsutum y Verticillium longisporum que estan particularmente
implicados en las enfermedades de decaimiento de la madera de la vid. A modo de ejemplo, Eutypa lata es el agente
patégeno principal de la eutipiosis. Neofusicoccum parvum esta asociado en especial a Botryosphaeria dieback, en
especial al Black Dead Arm. La yesca esta asociada en general a Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium
aleophilum y Fomitiporia mediterranea, asi como a Eutypa lata.

Asi, segun una realizacién particular, la presente invencion tiene por objeto el uso de un compuesto de formula (1)
como se ha definido antes, para prevenir o tratar una enfermedad de la madera asociada a uno o varios patdégenos
seleccionados entre Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum, Eutypa lata, Fomitiporia punctata,
Botryosphaeria stevensii, Fomitiporia mediterranea, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, Stereum hirsutum y
Verticillium longisporum.

De forma mas general, un compuesto de férmula (I) se puede usar para prevenir, tratar o ralentizar la colonizacién o
infeccion de una planta por un patégeno seleccionado entre Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium
aleophilum, Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea, Fomitiporia punctata, Botryosphaeria stevensii, Diplodia seriata,
Neofusicoccum parvum, Stereum hirsutum y Verticillium longisporum

Para el tratamiento o prevencion de las enfermedades de la madera, el compuesto segun la invenciéon se puede
administrar sobre una parte de la planta infectada, que puede ser infectada o que presenta sintomas, por ejemplo,
sobre una parte del tronco, pie, ramas o ramitas. Como alternativa, el compuesto segun la invencion se puede aplicar
también sobre las hojas (por ejemplo, sobre la cara inferior de las hojas), las flores o frutos, en particular cuando se
busca la administracién sistémica.

En el contexto de los arboles frutales, la vid o incluso las plantas ornamentales u horticolas, las contaminaciones por
los agentes patdgenos responsables de las enfermedades de la madera pueden ser consecuencia de la poda de las
plantas. La poda de las plantas puede tener lugar durante el periodo vegetativo pero también durante el periodo "verde"
(se habla entonces de despampanado, deshojado, desnietado, recorte o aclareo). Asi, en una realizacion particular,
el compuesto de formula (I) se puede usar para prevenir o tratar infecciones de heridas de poda, en especial en cultivos
de vides, arboles frutales tales como albaricoquero, mango, ciruelo, melocotonero, manzano, peral, cerezo,
membrillero, nogal, higuera, y los citricos, cultivos de rosales, o incluso plantas perennes horticolas y ornamentales.
En esta realizacion, el compuesto de férmula (I) se puede administrar a la planta en el momento de la poda, en forma
de una composicién de cualquier tipo, por ejemplo, en forma de una disolucién pulverizable o incluso en forma de una
pasta, un gel, un inserto o una disolucién que se puede impregnar directamente sobre las heridas de poda o inyectar
en la madera.
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Segun un aspecto particular, el compuesto de formula (1) se puede usar para tratar o prevenir la necrosis de la madera,
o ralentizar su desarrollo en una planta lefiosa, estando asociada dicha necrosis con un patégeno de la familia de
Botryosphaeriaceae, en especial Neofusicoccum parvum. Preferiblemente, la planta lefiosa es un arbol, por ejemplo
un arbol frutal, tal como el olivo, mango o eucalipto, un arbusto tal como el del arandano, o una vid. Como se ha
mencionado antes, el compuesto segun la invencion se puede usar para prevenir o tratar una necrosis en una herida
de poda.

Segun otro aspecto, los compuestos segun la invencién se pueden usar también durante la preparacion de las plantas
en el vivero, como agente desinfectante. En particular, se pueden usar para desinfectar el material de propagacion, o
las plantas cuando salen del vivero, antes de ponerlas en los campos.

Segun un aspecto particular, la presente invencion tiene por objeto el uso de un compuesto de férmula (I) para prevenir
o tratar una enfermedad, preferiblemente criptogamica, de la vid.

En el sentido de la invencién, el término "vid" abarca todas las especies que pertenecen al género Vitis, en especial
las que pertenecen al subgénero Mucadinia, tales como V. rotundifolia 0 V. munsoniana; y las que pertenecen al
subgénero Euvitis incluyendo las especies americanas, tales como V. berlandieri, V. riparia, V. rupestris, V. cinerea o
incluso Vitis labrusca, las especies asiaticas, tales como V. amurensis y V. coignetiae, y la especie eurasiatica V.
vinifera L. que es la especie mas cultivada en Europa y en el mundo..

Se describe que la enfermedad criptogamica de la vid puede ser una enfermedad de la madera, por ejemplo la yesca,
una enfermedad de decaimiento por Bostryosphaeria tal como Black Dead Arm, eutipiosis, antracnosis y excoriosis, o
una enfermedad que afecta a las hojas o bayas como la podredumbre negra (Black rot), Macrophoma rot o
podredumbre gris.

Se puede tratar de una enfermedad criptogamica seleccionada entre la podredumbre gris, un Botryosphaeria dieback,
en particular Black Dead Arm y yesca. Mas en general, los compuestos de férmula (I) se pueden usar para prevenir o
tratar una enfermedad criptogamica de la vid que implica un patégeno que pertenece al género Botrytis o a la familia
de Botryosphaeriaceae, preferiblemente Botrytis cinerea o Neofusicoccum parvum. Segun una realizacion particular
de la invencion, la enfermedad criptogamica es una enfermedad de la madera de la vid, por ejemplo la yesca, una
enfermedad de decaimiento por Bostryosphaeria tal como el Black Dead Arm, eutipiosis, antracnosis y excoriosis.
Para el tratamiento o prevencion de las enfermedades que afectan a las partes aéreas de la vid tales como la
podredumbre negra (black rot), Macrophoma rot o la podredumbre gris, es preferible tratar las vides al final del periodo
vegetativo y/o durante los periodos de desarrollo foliar, florecimiento y/o maduracién de los frutos. Tipicamente, los
compuestos se pueden aplicar en forma de una disolucién, por ejemplo por pulverizacion sobre las vides. Para el
tratamiento o prevencion de las enfermedades de la madera de la vid, el compuesto se puede usar en vivero, cuando
se preparan las plantas, o en el momento o en previsién de la poda.

Por ejemplo, los compuestos de formula (I) se pueden usar para la desinfeccién del material de propagaciéon o
multiplicacion, es decir los portainjertos e injertos. Los compuestos de férmula (l) también se pueden usar para tratar
injertos-estacas antes o después de la estratificacion. Alternativamente o de forma adicional, los compuestos segin
la invencion se pueden usar para la desinfeccion de las plantas antes de ponerlas en maceta o de ponerlas en el
campo. A modo de ilustracion, los materiales de propagacion y las plantas se pueden poner en remojo en un bafio
gue contiene uno o varios compuestos segun la invencion. Tipicamente, se puede tratar de una disolucién acuosa o
hidroalcohdlica que presenta una concentracion comprendida entre 0,1 mMy 1 M de un compuesto de formula (1), por
ejemplo, entre 1 mM y 500 mM de compuesto de férmula (1).

Si procede, se pueden pulverizar o impregnar usando una disolucién que comprende uno o varios compuestos segun
la invencién. De forma ventajosa, los compuestos segln la invencion se pueden usar en combinacion o en sustitucion
de los tratamientos con agua caliente o usando bafios de benomilo, captan o cloruro de didecilmetilamonio descritos
en el estado de la técnica.

Hay que decir que los compuestos segun la invencion se pueden usar también para tratar a modo preventivo las cepas
madre de injertos y portainjertos.

Como se ha mencionado antes, los compuestos segln la invencion se pueden usar para prevenir o tratar infecciones
de las heridas de poda, en particular infecciones por N. parvum. Para este fin, se pueden aplicar antes o después de
la poda, tipicamente justo después de la poda por pulverizacion, impregnacion o inyeccion en la madera.

En el conjunto de los usos como los descritos antes, los compuestos preferidos segln la invencidn son los compuestos
de férmula (la) y, en particular el subsalicilato de bismuto.

De forma general, los compuestos de férmula (I) preferiblemente se formulan en una composicion fitofarmacéutica
antes de usarlos. Por lo tanto, se describe también una composicioén fitofarmacéutica que comprende un compuesto
de férmula (I) y al menos un excipiente aceptable en el plano fitofarmacéutico. No hace falta decir que dicha
composicion fitofarmacéutica esta dirigida y es adecuada para usar en el tratamiento o prevencion de una enfermedad,
preferiblemente criptogamica, en una planta. En otros términos, la composicion fitofarmacéutica se caracteriza por una
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forma galénica y un contenido de compuesto de férmula (l) adecuado para administrarlo a una planta. No hace falta
decir que el compuesto de formula (I) esta presente como principio activo en la composicion fitofarmacéutica.

La composicion fitofarmacéutica puede comprender uno o varios compuestos de formula (I). Los compuestos
preferidos son los compuestos de férmula (la) y, en particular el subsalicilato de bismuto.

La composicion fitofarmacéutica puede ser de cualquier tipo. Puede ser una solucién acuosa o hidroalcohdlica, una
pasta, un gel en particular un gel acuoso (o hidrogel), un pegamento, una espuma, una emulsiéon de agua en aceite o
de aceite en agua, una emulsién mdltiple, una micro o nanoemulsién, una solucién micelar, una suspension o un
coloide. La composicion fitofarmacéutica también puede ser sélida, por ejemplo, en forma de un polvo o granulos
aplicables directamente por "espolvoreo” o que se deben disolver o dispersar en un disolvente adecuado antes de la
aplicacion.

La composicion fitofarmacéutica también se puede presentar en forma de un inserto o implante dirigido a ser insertado
en la madera, en particular en una parte de la madera de la planta infectada por el patdgeno. La composicién
fitofarmacéutica se puede presentar entonces en forma de una matriz polimérica que permite la liberacion controlada
del compuesto de férmula (I) en la madera.

La composicion fitofarmacéutica comprende en general de 0,01% a 50% en peso del compuesto de formula (1) y de
50% a 99,99% en peso de uno o varios excipientes aceptables en el plano fitosanitario, estando expresados los
porcentajes en peso con respecto al peso total de la composicion. Preferiblemente, la composicion fitofarmacéutica
comprende en general de 0,1% a 30% en peso del compuesto de formula |y de 70% a 99,9% en peso de uno o varios
excipientes.

Se entiende por "excipiente aceptable en el plano fitosanitario o fitofarmacéutico” un excipiente que no presenta
toxicidad notable, en la dosis en la que se usa, con respecto a la planta, el entorno y el hombre. Los excipientes que
se pueden usar en las composiciones fitofarmacéuticas son bien conocidos por el experto en la técnica y rednen, entre
otros, diluyentes y cargas, agentes humectantes, tensioactivos, por ejemplo tensioactivos iénicos, anféteros o no
ibnicos, agentes dispersantes, agentes espesantes, agentes gelificantes, agentes que permiten la liberacion
controlada de los ingredientes activos, por ejemplo, los agentes de encapsulacion o micelares tales como fosfolipidos,
adyuvantes tixétropos, colorantes, agentes antioxidantes, agentes conservantes, agentes estabilizantes, agentes
filmdgenos, vehiculos en particular disolventes como agua y alcoholes inferiores, aceites de origen mineral, vegetal o
animal, resinas, ceras, colofonia, latex, gomas tales como goma arabiga, agentes antiespumantes y agentes
adhesivos.

Segun un aspecto preferido, la composicion comprende un excipiente seleccionado entre una carga o un diluyente,
un agente espesante, un vehiculo y un tensioactivo.

A modo de ejemplo de carga o diluyente, se pueden citar las arcillas, silicatos, por ejemplo, silicatos de magnesio o
aluminio, caolin, talco, cuarzo, atapulguita, montmorillonita, bentonita, tierras de diatomeas, silice, alimina, piedra
pomez, dolomita, celulosa y sus derivados, almidén y sus derivados y mezclas de estos.

A modo de ejemplo de vehiculo, se puede citar el agua, alcoholes en particular butanol o un glicol, disolventes
organicos, aceites minerales tales como aceite de vaselina y aceite de parafina, aceites vegetales, por ejemplo, aceite
de colza o de girasol y sus mezclas. El agente tensioactivo puede ser un agente emulsionante, un agente dispersante
0 un agente humectante de tipo i6nico o no i6nico o una mezcla de dichos agentes tensioactivos. Entre ellos, se
pueden citar por ejemplo, sales de poli(acidos acrilicos), sales de acidos lignosulfonicos, sales de acidos fenol-
sulfénicos o sales de acidos naftalenosulfénicos, policondensados de 6xido de etileno con alcoholes grasos, acidos
grasos 0 aminas grasas, fenoles sustituidos (en particular alquilfenoles), derivados de taurina, (en particular derivados
alquilados), ésteres de alcoholes fosféricos o policondensados de 6xido de etileno con fenoles, ésteres de acidos
grasos con polioles, o derivados funcionales de sulfatos, sulfonatos o fosfatos de estos compuestos. Los tensioactivos
comprenden también compuestos tales como alquilpoliglucésidos, sucroglicéridos de acidos grasos, copolimeros de
vinilpirrolidona-acetatos de vinilo, vinilpirrolidona-metacrilato de etilo, éter de metilo y vinilo-anhidrido maleico o incluso
fosfolipidos. La presencia de al menos un agente tensioactivo puede ser necesaria cuando el principio activo y/o la
carga son solo débilmente solubles o no son solubles en el vehiculo usado, por ejemplo agua.

Como agente espesante adecuado, se pueden citar el hidrato de alimina, hidréxido de magnesio, arcillas del tipo
bentonita y silice coloidal, albimina, caseina de la lecha, materias amilaceas, por ejemplo almidén de maiz, gomas
vegetales, por ejemplo goma ardbiga, goma de xantano y goma adraganto, y derivados del almidén, alginatos,
carragenanos, éteres celulésicos tales como metilcelulosas, carboximetilcelulosas, metilhidroxietilcelulosas,
hidroxietilcelulosas e hidroxipropilmetilcelulosas, poli(alcoholes vinilicos), poli(acidos acrilicos) y sus mezclas.

Preferiblemente, la composicion fitofarmacéutica comprende al menos un excipiente seleccionado entre los
emulsionantes aniénicos o no iénicos y los aceites minerales o vegetales.

A modo de ejemplo, se pueden usar uno o varios excipientes, en particular uno o varios tensioactivos, recomendados
por el ITCF (Instituto Técnico de los Cereales y Forrajes).
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La composicion fitofarmacéutica puede comprender ademas uno o varios agentes fitosanitarios o fitofarmacéuticos
adicionales. El o los agentes fitosanitarios o fitofarmacéuticos adicionales se pueden seleccionar entre agentes
plaguicidas, bactericidas, agentes flungicos, virucidas, reguladores del crecimiento, estimuladores de defensas
naturales de la planta tales como elicitores...

El agente elicitor puede ser un compuesto tal como laminarina, oligogalacturénidos o quitina.

El agente fungicida adicional puede se puede seleccionar por ejemplo entre fenhexamida, fluopiram, trifloxiestrobina,
espiroxamina, epoxiconazol, piraclostrobin, mancozeb, cimoxanilo, fosetil-aluminio, folpel, tetraconazol, tebuconazol,
sulfato de cobre, clorotalonil, kiralaxil, fenpropimorfo, ciazofamida, ametoctradina, metiram, ditianona y dimetomorfo

La composicién fitofarmacéutica puede, ademas o alternativamente, comprender uno o0 varios compuestos
seleccionados entre los abonos y agentes fertilizantes.

La composicién fitofarmacéutica se puede preparar por métodos bien conocidos para el experto en la técnica, por
ejemplo, mezclando un compuesto de formula (1) con uno o varios excipientes y opcionalmente uno o varios agentes
fitosanitarios adicionales.

La forma galénica y los excipientes de la composicion fitofarmacéutica dependen de la enfermedad tratada y/o del
modo de administracion deseado.

Los modos de administracion segun la invencion abarcan la pulverizacién, espolvoreo, inyeccion en la madera o en
las zonas de necrosis de la madera, impregnacion o esparcimiento, en particular sobre las heridas de poda. También
puede ser una administracién por inmersion, por ejemplo, para el tratamiento del material de propagacién y de las
plantas. El modo de administracion se puede basar también en la introduccion de un inserto en la madera o necrosis
de la madera. Cuando proceda, el compuesto o la composicion segln la invencion se puede administrar en el agua
de riego de la planta.

A modo de ilustracién, una composicion fitofarmacéutica puede ser una solucién pulverizable que comprende de:
- 1% a 5% de un compuesto de férmula (1)

- 1% a 10% de un agente tensioactivo, por ejemplo una lecitina,

- 85 a 98% de un vehiculo, preferiblemente agua,

- opcionalmente de 1% a 20% de un agente filmoégeno, preferiblemente un aceite mineral, un polisacérido,

- opcionalmente, de 0,1% a 5% de un agente fitofarmacéutico adicional, preferiblemente un agente fungicida.
Dicha solucion preferiblemente se diluye por un factor de 2 a 10 antes de la aplicacion.

La frecuencia, dosis y periodo de administracion del compuesto o de la composicién seguln la invencion depende de
la enfermedad criptogamica que se va a tratar o prevenir, asi como del tipo de planta o cultivo que se va a tratar

A modo de ejemplo, se puede calcular que la dosis del compuesto (I) administrada para tratamiento estd comprendida
entre 1 gy 1 kg por ha de cultivo, preferiblemente de 5 g a 1 kg por ha de cultivo (por ejemplo, de cultivo de vides).

Para prevenir o tratar una enfermedad de las partes aéreas de la planta tal como la podredumbre gris, o el black rot,
la composicion fitofarmacéutica segun la invencién se puede usar en un cultivo tal como un huerto o un vifiedo, a razén
de al menos una vez al mes, por ejemplo 1 vez cada tres semanas, 1 vez cada dos semanas, o incluso 1 vez por
semana. La composicidn fitofarmacéutica se aplica preferiblemente sobre las hojas y/o el fruto por pulverizacion. El
ciclo de tratamiento se puede iniciar durante el periodo de desarrollo foliar y terminar en el momento de la recogida de
los frutos o racimos.

Con el fin de prevenir las infecciones de las heridas de poda, el cultivo se puede tratar antes, durante y/o después de
la poda, preferiblemente antes y después de la poda. Por ejemplo, las plantas (p. €j., vides o arboles frutales) se
pueden tratar por pulverizacion con una composicion fitofarmacéutica segun la invencién en las 48, 24 o 12 horas
anteriores a la poda, incluso en la hora antes de la poda. Las plantas se pueden tratar de nuevo en las 24 horas o 48
horas posteriores a la poda, preferiblemente por pulverizacion o impregnacion de una composicion fitofarmacéutica
segun la invencién. El tratamiento se puede repetir tantas veces como sea necesario, por ejemplo a razon de una vez
por quincena.

También se puede aplicar la composicion fitofarmacéutica segun la invenciéon simultdaneamente con la poda, por
ejemplo, usando un dispositivo que permite a la vez cortar y distribuir la composicion fitofarmacéutica segun la
invencion. En esta realizacion, la composicion fitofarmacéutica segun la invencion se presenta ventajosamente en
forma de una disolucion liquida o gelificada.
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A modo de ejemplo complementario de llevar a cabo la invencién, un pie de vid que presenta una necrosis, por ejemplo
una necrosis tipica de la yesca, eutipiosis 0 de Botryosphaeria dieback, se puede tratar aplicando directamente sobre
la zona de necrosis la composicion fitofarmacéutica segun la invencion, pudiendo presentarse dicha composicion en
forma de una pasta.

Segun un aspecto complementario, la presente invencion tiene también por objeto un método para tratar o prevenir
una enfermedad criptogamica en una planta, comprendiendo dicho método la aplicacion de un compuesto de formula
(I) o de una composicién fitofarmacéutica tal como se ha definido antes, sobre al menos una parte de dicha planta.
Hay que decir que este método se puede llevar a cabo segun una cualquiera de las condiciones descritas antes.

La presente invencién tiene también por objeto un método de desinfeccion del material de multiplicacion usado durante
la preparacion de las plantas, o de una planta cuando sale del vivero, comprendiendo dicho método la aplicacién de
un compuesto de féormula (I) o de una composicion fitofarmacéutica segun la invencion sobre el material de
multiplicacion o la planta, preferiblemente por inmersion.

Finalmente, se describe también un método para prevenir o tratar la podredumbre o moho de los productos de la
cosecha, comprendiendo dicho método la aplicacion de un compuesto de férmula (I) o una composicién
fitofarmacéutica como se ha definido antes, sobre dichos productos de la cosecha.

Esta aplicacion se puede realizar, por ejemplo, por pulverizacién, antes o durante el acondicionamiento de los
productos de la cosecha.

Otros aspectos y ventajas de la presente invencion apareceran tras la lectura de los siguientes ejemplos, que se deben
considerar como ilustrativos y en ningun caso limitantes del alcance de la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Estudio del crecimiento micelar de N. parvum aislado de Borgofia S-116 en diferentes medios de cultivo
complementados - evaluacion de la actividad biocida del subsalicilato de bismuto

- Protocolo

El hongo N. parvum de Borgofia se cultiva en medio sélido agar de dextrosa y patata (PDA 20 g/l) complementado
con citrato de bismuto (CeH7BiO4 - MM=398,08 g/mol), en éxido de bismuto (Bi203 - MM=465,95 g/mol), en subsalicilato
de bismuto (C7HsBiO4 - MM=362,09 g/mol), en éxido de cobre (CuO - MM=79,54 g/mol - testigo "accién antifingica")
0 en Oxido de antimonio (O3Sbhz - MM=291,5 g/mol).

Se han ensayado diferentes concentraciones de producto: 0-0,05-0,1-0,2-0,5-1-2-5y 10g/l es decirde 0 a
125 mM segun el compuesto ensayado.

Se deposita un tapdén circular de 7 mm de diametro de micelio de 10 dias de edad, de forma estéril en el centro de
cada placa de Petri. A continuacion, las placas de Petri se incuban a 25°C en la oscuridad y se lleva a cabo la medicién
del crecimiento del micelio (en mm) cada 24 horas hasta saturacién de la placa testigo que no contiene ningun
complemento es decir 5 dias. Se llevaron a cabo 3 repeticiones técnicas y biolégicas durante este ensayo.

- Resultados

La figura 1 muestra los resultados el D-1 de saturacion del micelio en las cajas "testigo" es decir 4 dias después. Se
expresan en porcentaje medio (+/- desviacién estandar) del crecimiento del micelio en comparacion con los testigos
(100%).

Los medios que contienen 6xido de bismuto, citrato de bismuto u 6xido de antimonio no inhiben significativamente el
crecimiento del hongo en el medio de cultivo.

El 6xido de cobre que es el testigo positivo de la inhibicién del crecimiento de los hongos, tiene un efecto inhibidor con
dosis pequefia y se observa una DL50 del hongo a partir de 5 mM. En comparacién con este compuesto quimico, el
subsalicilato de bismuto inhibe de forma significativa el crecimiento micelar, con una DL50 de inhibicién del crecimiento
micelar a partir de 14 mM cuando se afiade al medio de cultivo clasico del hongo.

Ejemplo 2: Estudio del crecimiento micelar de B. cinerea B0510 en diferentes medios de cultivo complementados -
evaluacion de la actividad biocida del subsalicilato de bismuto

Protocolo

Estos experimentos se llevaron a cabo en las mismas condiciones que el ejemplo 1 y se ha ensayado también la
influencia del acido salicilico (C7HsO3 - MM = 138,12 g/mol) en el medio de cultivo de B. cinerea. Hay que indicar que
la saturacion de micelio en las placas testigo tiene lugar al cabo de 9 dias con B. cinerea B0510.

- Resultados
14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2770622 T3

La figura 2 presenta los resultados obtenidos el D-1 de saturacion del micelio en las placas "testigo" es decir después
de 8 dias. Se expresan en porcentaje medio (+/- desviacion estandar) del crecimiento del micelio en comparacion con
los testigos (100%).

Los medios que contienen 6xido de bismuto, citrato de bismuto u 6xido de antimonio no inhiben significativamente el
crecimiento del hongo en el medio de cultivo.

El 6xido de cobre que es el testigo positivo de la inhibicidn del crecimiento de los hongos, tiene un efecto inhibidor con
dosis pequefia y se observa una DL50 del hongo a partir de 5 mM. El subsalicilato de bismuto inhibe también el
desarrollo micelar de B. cinerea con una DL50 a partir de 20 mM.

Ejemplo 3: Estudio del desarrollo de necrosis en las maderas de vid (V. vinifera L. cv Chardonnay) infectado por aislado
de N. parvum de Borgofia S-116 después de tratamiento mediante bafio con diferentes compuestos quimicos (14 dpi)

Protocolo

Los entrenudos verdes de V. vinifera L. cv Chardonnay se perforan usando un taladro de 5 mm de diametro. Cada
entrenudo perforado después se sumerge durante 10 min en un bafio de agua (testigo negativo) o de 6xido de bismuto,
acido salicilico o subsalicilato de bismuto 15 mM. Después un tapén de micelio de aislados de N. Parvum de Borgofia
0 medio de malta (control) de 5 mm de didmetro se introduce en el entrenudo y después se recubre con parafilm. Los
entrenudos a continuacion se incuban a 25°C en la oscuridad con una humedad de aproximadamente 70% durante
14 dias. Después de estos 14 dias de inoculacién, se elimina de los entrenudos la capa superficial de madera y
después se calculan las areas de necrosis usando el programa informatico ImageJ®

Los resultados se expresan en porcentaje medio (+/- desviacion estandar) de las areas de necrosis observadas en los
entrenudos. Se realizaron 3 repeticiones bioldgicas que comprende cada una 7 repeticiones técnicas por tratamiento
durante este ensayo. Se realizé una prueba estadistica de Duncan (p < 0,05) con el fin de comparar los tratamientos.

- Resultados

La figura 3 presenta los resultados obtenidos para cada bafio ensayado. De forma notable, el tratamiento con acido
salicilico 15 mM no inhibe significativamente el desarrollo de necrosis en los entrenudos inoculados. El tratamiento
con 6xido de bismuto disminuye solamente 5% el area de las necrosis. En cambio, el tratamiento previo con
subsalicilato de bismuto 15 mM permite prevenir de forma significativa el desarrollo de necrosis con respecto a las
muestras testigo, puesto que se observa una disminucion de la superficie de las lesiones necroéticas de cerca de 50%.

Por lo tanto, un tratamiento previo de los entrenudos mediante un bafio de 10 minutos en el subsalicilato de bismuto
15 mM inhibe de forma considerable y significativa el crecimiento del hongo en la madera y por lo tanto la formacion
de necrosis.

Ejemplo 4: Evaluacion de la fitotoxicidad del subsalicilato de bismuto sobre masas celulares de la vid (V. vinifera L. cv
Chardonnay)

- Protocolo

Los callos (0o masas de células indiferenciadas) de V. vinifera cv. Chardonnay se obtienen a partir de anteras como se
describe en Mauro et al. (1986) y en Bertsch et al. (2005).

Todos los callos se trasplantan a medio solido MPM1 (Perrin et al. 2004) de nueva aportacién cada 3 semanas y se
incuban a 25 + 0,5°C en la oscuridad con una humedad relativa de 70 + 10%.

Para este experimento se ha complementado el medio de cultivo de los callos con subsalicilato de bismuto, éxido de
bismuto o acido salicilico 0, 50 10 mM.

Este experimento se repitié 3 veces. Para cada condicion, se usaron 15 callos blanco-amarillos, con un diametro de
10 £ 2 mm.

El crecimiento de los callos en cada condicidon ensayada se evalla cada dia por pesada durante 5 dias. Las medias
de los resultados obtenidos, asi como las desviaciones estandar se someten a una prueba estadistica de Duncan (p
< 0,05). Ademas de las pesadas los autores de la invencién evallGan visualmente el aspecto y el color de los callos por
seguimiento del medio de cultivo durante 2 meses.

- Resultados

Los resultados después de 5 dias de cultivo indican que no hay ni inhibicién ni aumento significativo del crecimiento
de los callos en los diferentes medios de cultivo ensayados.

En lo que se refiere al aspecto y color de los callos no hay cambio en los medios complementados con 6xido de
bismuto 5y 10 mM. Se observa una ligera coloracion grisacea en la periferia de los callos pero no se constata ninguna
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necrosis en los medios complementados con subsalicilato de bismuto o acido salicilico 5 0 10 mM. Después de 2
semanas de cultivo, estos callos presentan zonas de multiplicacion celular de color normal (blanco-amarillento) incluido
desde zonas que presentan un color grisaceo después de 5 dias de cultivo.

Después de 3 semanas de cultivo en medio MPM1 complementado, los callos se trasplantan a medio MPM1 de nueva
aportacion de blanco. Presentan un aspecto, un color y un crecimiento similares a los de los testigos y retoman todos
un color blanco-amarillento después de 2 meses de experimentacion. La adicién de subsalicilato de bismuto no tiene,
por lo tanto, ningln impacto en términos de crecimiento, multiplicacion o aspecto necrotico en las células de la vid.

Ejemplo 5: Induccién de genes de defensa de la planta por el subsalicilato de bismuto y acido salicilico en las masas
celulares de la vid (V. vinifera L. cv Chardonnay)

- Protocolo

Los callos del ejemplo 4 se extraen después de 4 dias de cultivo en medio MPM1 de blanco (testigo) o complementado
con acido salicilico 10 mM o subsalicilato de bismuto 10 mM, con el fin de ser usados para analisis moleculares por
gRT-PCR como se describe en Ramirez-Suero et al. (2014). Se extrajeron 3 callos por condiciéon para cada
experimento.

Una vez extraido el ARN de estos callos y sintetizado su ADNCc, se llevaron a cabo analisis por gRT-PCR de acuerdo
con las condiciones descritas en Bénard-Gellon et al. (2014), con el fin de observar la expresion de 2 genes especificos
de la ruta del acido salicilico: VUWPR1 (temperatura de adquisicion = 83°C) y VIEDS1 (temperatura de adquisicion =
77°C). Se realizaron 3 repeticiones técnicas y biolégicas para cada muestra y cada gen ensayado. Los genes VVACT
y VIEF1-Cs se usan como genes de referencia con el fin de normalizar los resultados. Se considera que los genes
son sobreexpresados cuando la relacion de induccién de los genes sea = 4. Los valores medios de expresién y las
desviaciones estandar se calculan de acuerdo con el procedimiento de Hellemans et al. (2007). Se realizan pruebas
de Duncan (p < 0,05 - Duncan 1955) y analisis multifactoriales ANOVA (StatgraphicPlus®-Manugistics, Inc., Maryland,
EE.UU.) para comparar la expresion de los genes en cada medio de cultivo.

- Resultados

Los resultados se presentan en la figura 4. Los analisis moleculares por qRT-PCR indican que los callos cultivados en
un medio complementado con &cido salicilico 10 mM o subsalicilato de bismuto sobreexpresan los genes VUPR1 y
VIEDSL1. De forma remarcable, estos estudios de la expresion de genes de defensa muestran que el subsalicilato de
bismuto induce una sobreexpresion de los genes caracteristicos de la ruta del acido salicilico en las células que han
estado en contacto con este producto y que esta sobreexpresion génica es superior a la observada con el acido
salicilico.

Ejemplo 6: evaluacién de la actividad biocida del subsalicilato de bismuto en un panel de 8 hongos modelo
(comparativo).

Se ha evaluado la actividad biocida del subsalicilato de bismuto en 8 hongos modelo complementarios, en concreto:
- Alternaria alternata: microorganismo modelo de la alternariosis (0 quemadura por alternaria).

- Fusarium graminearum: microorganismo modelo de la fusariosis,

- Septoria tritici: microorganismo responsable de la septoriosis del trigo

- Verticillium dahliae: microorganismo modelo de la verticiliosis,

- Magnaporthe grisea: microorganismo modelo de la piriculariosis

- Monilia laxa: microorganismo modelo de la moniliosis

- Penicilium digitatum: agente responsable de la podredumbre de los frutos, en concreto de los citricos (podredumbre
verde)

- Black aspergilli (Aspergillus niger): microorganismo responsable de la aparicién de moho negro en los frutos y las
legumbres.

La actividad biocida del compuesto se ha vuelto a ensayar también en Botrytis cinerea.

Los ensayos de actividad se han realizado en placas de Petri en medio agar-agar salvo para Septoria tritici donde se
ha usado una técnica llamada sobre microctpulas. La actividad biocida del subsalicilato de bismuto se ha evaluado
en 7 concentraciones, en concreto 1 g/l, 3 g/l, 7 g/l, 9 g/l, 10 g/l y 12,5 g/l. Con este fin, se ha preparado una solucién
madre acuosa que comprende 50 g/ml de compuesto, 1% (v/v) de MES 10 mM, pH 6 y 3% (v/v) de DMSO.

Ensayo en placas de Petri
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Se ha llevado a cabo el siguiente protocolo:

El subsalicilato de bismuto se ha integrado en el medio de cultivo de agar-agar antes de solidificacion en la
concentracion deseada. Después de solidificacion, se ha depositado un inserto fungico o un confeti previamente
sumergido en una suspension de esporas, en el centro de cada placa de Petri, en condiciones estériles. Las placas
de Petri se han incubado en un recinto microbiolégico a 21°C. El crecimiento micelar (diametro en cm) se ha realizado
hasta saturacion de las placas de Petri "testigo”. Cada experimento se ha realizado por triplicado. Se han calculado
los valores medios de diametro para cada experimento, incluido para el experimento testigo, es decir realizado en
ausencia de subsalicilato de bismuto. La eficacia en porcentaje del compuesto a una concentracion dada se ha
determinado segun la siguiente férmula:

Media (didmetro de testigo) - Media (didmetro en presencia de compuesto) 100
X

eficacia=
Media (diametro de testigo)

Una eficacia de 100% significa que el compuesto ha inhibido completamente el crecimiento micelar.

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla 1:

Concentracion de subsalicilato de bismuto en g/l

Hongos fitopatégenos 1 3 5 7 9 10 12,5

Magnaporthe grisea 0% 0% 100% 100% 100% 100% 100%
Verticillium dahliae 0% 0% 0 100% 100% 100% 100%
Pénicillium digitatum 0 0% 100% 100% 100% 100% 100%
Black aspergilli 0% 0% 0% 36 100% 100% 100%
Botrytis cinerea 0% 39% 100% 100% 100% 100% 100%
Alternaria alternata 32 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Fusarium graminearum 0% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Monilia laxa 0% 0% 100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 1: eficacia del subsalicilato de bismuto en funcién de la concentracion y de la especie criptogamica.

Los resultados ilustrados en la tabla anterior muestran que el subsalicilato de bismuto es capaz de bloquear totalmente
el crecimiento micelar en todos los fitopatdgenos ensayados, en una concentracion de 9 g/l. Este efecto de inhibicién
también se puede observar para una concentracion de 3 g/l frente a Alternaria alternata y Fusarium graminearum.

Ensayo en microcUpulas

La actividad biocida del subsalicilato de bismuto se ha ensayado también en Septoria triciti por un ensayo en
microcUpula. Se ha llevado a cabo el siguiente protocolo:

El subsalicilato de bismuto se ha integrado en el medio de cultivo. A continuacion se ha inoculado en el medio una
suspension de esporas de Septoria tricitii. Las microcupulas se han incubado en un recinto microbiolégico a 21°C.
Cada experimento se ha realizado tres veces. Para cada microcUpula, se ha determinado el numero de colonias
formadas (UFC). Se han calculado los valores medios de UFC para cada experimento asi como para el experimento
testigo realizado en ausencia de subsalicilato de bismuto. El porcentaje de eficacia del compuesto a una concentracion
dada se ha determinado segun la siguiente férmula:

Media (UFC de testigo) - Media (UFC en presencia de compuesto) 1
x

00
Media (UFC de testigo)

eficacia=

Una eficacia de 100% significa que el compuesto ha inhibido completamente la formacion de colonia (es decir que no
hay ninguna colonia formada).

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla 2:

Concentracion de subsalicilato de bismuto en g/l

1 3 5 7 9 10 12,5
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Septoria tricitii 0% 0% 100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 2: Eficacia del subsalicilato de bismuto en funcién de la concentracion frente a Septoria triticii.

Se observa por lo tanto que el subsalicilato de bismuto inhibe totalmente la formacion de colonias de Septoria tricitii
desde que esta presente en el medio en una concentracion de 5 g/l.

Ejemplo 7: Evaluacion del potencial efecto biocida del bismuto del subsalicilato en dos microorganismos oomicetos
responsables del mildil (comparativo).

Estudios relativamente antiguos mencionan que el bismuto del subsalicilato tendria una actividad biocida frente a los
oomicetos patdégenos responsables del mildiu.

Por lo tanto, el subsalicilato de bismuto se ha ensayado en dos oomicetos modelos, en concreto Plasmopora viticola
y Phytophtora infestans, Este estudio se ha llevado a cabo sobre discos vegetales. Se ha aplicado por pulverizacion
una disolucién acuosa de subsalicilato (concentracion de 1 g/l a 12,5 g/l) al conjunto de los discos vegetales, usando
un banco de pulverizaciéon equipado con 5 boquillas. El volumen de aplicacién ha sido 200 I/ha. La pulverizacion se ha
repetido una vez. Cada experimento se ha realizado por duplicado en 20 discos foliares. Después del periodo de
incubacién (en general 8 dias), se realiza una puntuacion de la colonizacién y de la esporulacién del oomiceto con una
lupa binocular. La superficie de los discos foliares colonizada por el oomiceto y la intensidad de la esporulacion
conducen a la atribucidn de una nota en una escala de 0 a 10. Se calcul6 una media de los dafios en los diez discos
y permiti6 obtener la eficacia de la modalidad en comparacion con los discos no tratados. La férmula de calculo
aplicada es: (Eficacia de la dosis d) = {[(T-D)/T]*100} donde T es la nota media de ataque a los 10 discos testigos, y D
es la observada en los discos tratados con la dosis d. Los porcentajes de eficacia del subsalicilato de bismuto son los
siguientes (tabla 3):

Concentracion de subsalicilato de bismuto en g/l
Oomicetos 1 3 5 7 9 10 12,5
Plasmapora viticola 0% 0% 0% 0% 0% 22,5% 37,5%
Phytophtora infestans 0% 0% 0% 0% 5,0% 2,5% 6,3%

Resulta de estos resultados que la actividad biocida del subsalicilato de bismuto es muy pequefia, incluso insignificante
frente a los oomicetos responsables del mildia. Por lo tanto, la accién biocida del subsalicilato de bismuto es especifica
de los hongos fitopatdégenos.

Referencias bibliograficas citadas en la parte experimental:
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de formula (1)
Ry 0
R
X
|
M
Rs = \O—L
R4
en la que

- R1, Rz, Rs y R4 se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por un hidrégeno, un halégeno,
preferiblemente -Cl, -Br o -F, -OH, -O(CO)CHs, un alcoxi C1-Cs, un alquilo C1-Cs, -NH2, y -CN,

- X e Y son independientemente entre si, O, S 0 NRs,

- M es Bi,

- L es H, o un motivo de vectorizacion que comprende de 1 a 40 &tomos de carbono, y
- Cada grupo Rs es independientemente H o un alquilo C1-Ce,

0 una de sus sales, como agente fitofarmacéutico para tratar o prevenir una enfermedad criptogamica que se desarrolla
en la madera de una planta, estando asociada o siendo causada dicha enfermedad criptogamica por uno o varios
hongos fitopatégenos seleccionados entre los basidiomicetos parasitos y los ascomicetos parasitos.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto de férmula (1) se caracteriza por que:
-Ri1y Rsson -H,

- R2 y Ra se seleccionan independientemente de -H, -Cly -F

-XeYsonO

-MesBi,y

- L es H, un hidroxi-alquilo C1-Cs, 0 -(CH2-CH2-O)n-CH2-CH2-OH donde n es un nimero entero que va de 1 a 19,
preferiblemente de 1 a 10.

3. Uso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el compuesto de formula (I) es el subsalicilato de bismuto:
0

T

Bi
Ed
- \OH

4. Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la planta es una planta lefiosa seleccionada entre
el grupo constituido por arboles frutales, arboles forestales, arboles y arbustos ornamentales y arboles y arbustos
horticolas.

5. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha enfermedad criptogamica es una
enfermedad de la madera de la vid.

6. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha enfermedad criptogamica es una
enfermedad criptogamica de la madera asociada a uno o varios patégenos seleccionados de los patégenos que
pertenecen a la familia de Botryosphaeriaceae, al género Eutypa, género Phaeomoniella, género Phaeoacremonium,
género Formitoporia, género Verticillium, género Stereum o género Phomopsis.

7. Uso segun la reivindicacion 6, en el que dicha enfermedad criptogamica esta asociada a un patégeno seleccionado
del grupo constituido por Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum, Eutypa lata, Fomitiporia
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mediterranea, Fomitiporia punctata, Botryosphaeria stevensii, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, Stereum
hirsutum yVerticillium longisporum.

8. Uso seguln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha enfermedad criptogamica se selecciona del
grupo constituido por la yesca, Botrysphaeria dieback, en particular el Black Dead Arm, decaimiento por Diplodia o
chancro por Botryosphaeria, eutipiosis, antracnosis y excoriosis.

9. Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el compuesto de férmula () se usa para prevenir
o tratar una necrosis de la madera asociada a un patégeno de la familia Botryosphaeriaceae.

10. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el compuesto de férmula (I) se usa para prevenir
o tratar infecciones de heridas de poda.

11. Uso segun la reivindicacion 10, en el que el compuesto de formula (I) se administra a la planta en el momento de
la poda, en forma de una disolucién pulverizable, una pasta, un gel, un inserto o una composicién que se puede
impregnar sobre las heridas de poda o inyectar en la madera.

12. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el compuesto de formula (I) se usa para tratar o
prevenir una enfermedad de la madera de la vid, en el momento de preparacién de las plantas en el vivero o en el
momento o en prevision de la poda.

13. Uso segun la reivindicacion 12, en el que el compuesto de férmula (I) se usa para desinfectar el material de
propagacion o de multiplicacion tal como los portainjertos o injertos.

14. Método para tratar o prevenir una enfermedad criptogamica que se desarrolla en la madera y asociada o causada
por uno o varios hongos fitopatdgenos seleccionados entre los basidiomicetos parasitos y ascomicetos parasitos en
una planta, comprendiendo dicho método la aplicacion del compuesto de férmula (I) como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, sobre al menos una parte de dicha planta.
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Crecimiento del micelio de Neofusicoccum parvum de Borgofia (%) en
funcion de la concentracion del producto ensayado (mM) (D-1 saturacion)
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Figura 1
Crecimiento del micelio de Botrytis cinerea (%) en funcion de la
concentracion del producto ensayado (mM) (D-1 saturacién)
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