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DESCRIPCION
Producto para activar los mecanismos de defensa en plantas
Divulgacion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para activar los mecanismos de defensa en plantas, mas
especificamente para la defensa frente a bacterias, virus y mohos, aplicable en particular a plantas. El control de
plagas se define genéricamente como un conjunto de operaciones destinadas a la eliminacion, o por lo menos
limitacién, de los parasitos presentes en un medio dado, que en el presente caso particular se refiere principalmente
al sector agricola, que comprende tanto plantas como animales.

En la mayoria de casos, se utilizan productos quimicos que resuelven el problema de la plaga pero que con
frecuencia inducen otros problemas, tales como contaminacion y/o toxicidad. Ademas, dichos productos presentan
largos tiempos de descomposicion y, por lo tanto, dejan residuos perjudiciales en el medio ambiente.

Ademas, entre las sustancias presentes en los tejidos de las plantas frutales (hojas, frutos) existen compuestos,
con frecuencia cuantitativamente irrelevantes, que realizan una funcion protectora significativa para la planta
misma y desempefian un papel importante en términos de nutricion y salud. Las principales son determinados
metabolitos secundarios, tales como polifenoles, vitaminas, microelementos y enzimas.

La presencia de dichas sustancias en los tejidos vegetales mejora la respuesta de las plantas al estrés bidtico y
abidtico.

Por lo tanto, se ha prestado particular atencién a las intervenciones que pueden maximizar el contenido de dichas
sustancias, tanto en el fruto, para incrementar su valor nutracéutico, como en las hojas, a fin de fortalecer las
defensas de la planta.

El documento n°® WO2013/040721 da a conocer que los aceites naturales en primer lugar se tratan con alcoholes
y posteriormente en un reactor mediante burbujeo con una mezcla de ozono y oxigeno, durante un determinado
periodo de tiempo que garantice la produccion de un aceite ozonizado para el tratamiento de las micosis y las
infecciones bacterianas y viricas en seres humanos, animales o plantas.

El documento n° WO2012/120454 da a conocer una composicién que comprende una cantidad eficaz de un aceite
ozonizado y una cantidad eficaz de un aceite esencial extraido de la manzanilla y a los usos del mismo en el sector
cosmeético y farmacéutico.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para la activacion de los mecanismos de
defensa en plantas que supera las desventajas de la técnica conocida.

Un objetivo adicional es proporcionar un procedimiento para la activacion de los mecanismos de defensa en las
plantas que no resulte perjudicial para los animales o plantas mismos.

Se describen caracteristicas adicionales de la invencion en las reivindicaciones dependientes.

La presente solucion presenta diversas ventajas respecto a las soluciones de la técnica conocida.

La utilizacion de aceite vegetal, preferentemente de tipo alimentario, no contamina el medio ambiente y los
productos alimentarios tratados, segun la presente invencion, pueden utilizarse en alimentos humanos sin ningin

problema.

Se utiliza la caracteristica desinfectante y pesticida del ozono, que es activa sobre bacterias, virus, hongos y
esporas.

Ademas, mediante la adicion de ozono al aceite, se crean ozoénidos, obteniendo por lo tanto una mayor retencién
de los mismos dentro del aceite.

Los ozoénidos son el resultado de la saturacion de las moléculas de acidos grasos contenidas en el aceite vegetal
con los 3 atomos de oxigeno del ozono.

El ozono se mantiene dentro del aceite durante aproximadamente 2 afios con Unicamente un pequefio porcentaje
de pérdida (1% a 3%) de contenido de ozono, al contrario que el agua, que retiene el ozono durante solo un tiempo
corto, en particular a temperaturas mas elevadas (superiores a 25-30°C).

Las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se pondran de manifiesto a partir de la descripcion detallada
siguiente de una forma de realizacion practica.
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Segun la presente invencion, el procedimiento comprende aceite vegetal ozonizado, es decir, se afiade ozono al
aceite y dicho aceite ozonizado se utiliza como pesticida en agricultura.

El aceite de oliva, el aceite de girasol, el aceite de maiz, el aceite de cacahuete, el aceite vegetal combinado y los
aceites vegetales grasos en general se consideran aceites vegetales.

Para ozonizar el aceite vegetal, se utiliza un aparato que produce de una manera conocida 1 a 1000 g/hora de
ozono que se introduce en una camara de mezcla con el aceite, de manera que se obtiene una concentracion de
ozono de 4/10 mg/l con una presion de mezcla de 0.1 a 6 bar durante un tiempo de entre 6 horas y 1 hora.

Por lo tanto, se obtiene un aceite que comprende ozono en una cantidad de entre 1% y 10% y mas preferentemente
en una cantidad de entre 1% y 5% del peso del compuesto (aceite y ozono).

Es decir, se forman ozénidos en cantidades de entre 100 y 1500 en cada litro de aceite.

En una forma de realizacion del aceite ozonizado, segun la presente invencion, se pone en contacto 1 | de aceite
de oliva con un flujo de 10 g/hora de ozono durante un tiempo de 1 hora a una presion de 2 bar. Se utiliza un
ozonizador de tipo conocido.

A continuacion, se pulveriza el aceite ozonizado, con aparatos de pulverizacién conocidos, sobre las plantas que
deben tratarse.

En una forma de realizacion ventajosa, el aceite ozonizado se mezcla con agua para obtener el porcentaje deseado
de ozono en la mezcla.

En particular, el aceite ozonizado se mezcla con agua en proporciones de 1 a 1 y de hasta 1 a 100 (1 parte de
aceite y 100 partes de agua), mas preferentemente en proporciones de 1 a 50 y 1 a 10. Es decir, el aceite ozonizado
en agua se encuentra en una cantidad de entre 1% y 100% del peso total, y mas preferentemente en una cantidad
de entre 1% y 15% del peso total.

Para la mezcla de aceite y agua con el fin de obtener una emulsion, preferentemente de aceite en agua, se utiliza
un emulsionante en una cantidad comprendida entre 5% y 10% del peso total de la mezcla, tal como lecitina de
soja, por ejemplo.

Pueden utilizarse otros emulsionantes, por ejemplo eucerina anhidra, lanolina anhidra, alcoholes de lanolina,
fosfatidilcolina, alcohol cetilico, monoestearato de glicerilo, alcohol cetil-estearilico, diestearato de glicol, cera de
abeja, monoestearato de polietilenglicol, palmitato de cetilo, polisorbato, aceite de ricino hidrogenado y estearato
sodico.

La utilizacién de la mezcla de aceite ozonizado y agua o aceite ozonizado solo depende del grado de activacion
requerido, si el tratamiento es sélo preventivo o es curativo, y del grado de infestacion de las plantas que debe
tratarse.

El aceite ozonizado, mezclado con agua en caso necesario, se pulveriza utilizando procedimientos tradicionales
sobre plantas, flores y suelo.

Los ensayos de campo han demostrado que las plantas frutales infestadas con parasitos y tratadas con aceite
ozonizado se liberan de las plagas en un tiempo comparable, o mas corto, que otras plantas infestadas y tratadas
con procedimientos tradicionales.

Asimismo se llevé a cabo un estudio en el Research Centre (CRA) for Agriculture and Mediterranean Crops en
Acireale (CT). Se utilizaron arboles de naranja dulce (Citrus sinensis) de dos afios de edad pertenecientes al
cultivar ‘Ovale’ injertados en citrange Carrizo (Poncirus trifoliate). Las plantas se cultivaron con fines ornamentales
en tiestos de polietileno de 8 litros llenos con una mezcla de turba rubia y suelo agricola y, aunque pequefios, se
desarrollaron por completo y fructificaron.

Se utilizaron 27 plantas divididas en tres bloques de 9 plantas cada uno. El primer bloque se consideré un control;
el segundo blogue se traté segun un primer procedimiento y el tercer bloque se tratdé segin un segundo
procedimiento.

Cada bloque (de 9 plantas) se dividié en subbloques de 3 plantas. Cada subbloque de 3 plantas se dispuso
aleatoriamente entre los demas subbloques.

Se utilizd un aceite ozonizado con la composicion siguiente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773914 T3

Se puso en contacto (de una manera conocida) un litro de aceite de girasol con un flujo de ozono de 10 g/hora
durante 1 hora a una presion de 2 bar.

El aceite preparado de esta manera (en una cantidad especificada posteriormente) se mezclé con 5 litros de agua
y lecitina de soja de grado alimentario en una cantidad igual a 10% del peso total de la mezcla.

Las plantas se trataron mediante pulverizacién de la cantidad completa de mezcla utilizando un pulverizador portatil.
El primer blogue (control) se trat6é con solo agua.

El segundo bloque, segun el primer procedimiento, se traté una vez con aceite ozonizado en un porcentaje de 4%
del peso total de la mezcla.

Por lo tanto, la mezcla comprendia 4% de aceite ozonizado, 10% de lecitina de soja 'y 86% de agua, respecto al
peso total de la mezcla.

El tercer bloque, segun el segundo procedimiento, se traté dos veces (primer tratamiento en el tiempo TO y segundo
tratamiento en el tiempo T1 después de 7 dias desde T0) con aceite ozonizado en un porcentaje de 2% del peso
total de la mezcla.

Por lo tanto, la mezcla comprendia 2% de aceite ozonizado, 10% de lecitina de soja y 88% de agua, respecto al
peso total de la mezcla.

Se analizaron las caracteristicas siguientes antes y después del tratamiento y se llevé a cabo un analisis estadistico
de los datos.

Determinacion del indice SPAD en las hojas; determinacion del contenido de macroelementos, mesoelementos y
microelementos en las hojas; determinacion del contenido de vitamina C en las hojas; determinacion del contenido
de polifenoles totales en las hojas; calidad del fruto; determinacion del contenido de acido ascorbico (vitamina C)
en el zumo y determinacion del contenido de polifenoles totales en el zumo. Se observé a partir de los resultados
que antes de los tratamientos no se observaban diferencias estadisticamente significativas entre las muestras de
hojas (procedimiento 1 y procedimiento 2) respecto al control, en términos tanto de nivel de clorofila (SPAD) como
de contenido de polifenol y acido ascoérbico. Ademas, los datos de macroelementos y microelementos subrayan
que las plantas sometidas al tratamiento se encontraban en condiciones nutricionales y fisioldgicas dptimas.

En las plantas sometidas al tratamiento con aceite vegetal ozonizado al 4% (procedimiento 1), se observd un
incremento del contenido de acido ascorbico ya después de una semana (7 dias) de tratamiento, con un incremento
estadisticamente significativo (p < 0.001) de 40% respecto al control (tabla 1). La medicion se realizé 7 dias
después del tratamiento T1.

Asimismo se produjo la misma tendencia en las plantas tratadas con aceite vegetal ozonizado al 2% (procedimiento
2) (tabla 2). Las mediciones se realizaron 7 dias después del tratamiento T1 y 7 dias y 4 horas después del
tratamiento T2.

El contenido de polifenoles totales determinado en las hojas para el procedimiento 1 se muestra en la tabla 3 y
para el procedimiento 2, en la tabla 4. Después de 4 horas del segundo tratamiento, el contenido de polifenoles
totales se incrementé adicionalmente respecto al control y, finalmente, tras 8 horas, alcanzé un contenido de 438
mg/100 g de catequina, con una tendencia estadisticamente significativa de +10% respecto al control.

Las mediciones se obtuvieron 7 dias después del tratamiento T1, 7 dias y 4 horas después del tratamiento T2,y 7
dias y 8 horas después del tratamiento T2.

Se determind el contenido de acido ascoérbico mediante HPLC (5) utilizando un HPLC Waters Alliance 2695 (Waters
Corporation, Milford, MA) conectado a un detector Waters 996 PDA y controlado con el software Empower (Waters,
Milford, MA). La columna utilizada era una C18 Hypersil ODS (Phenomenex, Torrance, CA) de 250 mm x 4.6 mm,
d.i.: 5 ym, mantenida a una temperatura de 35°C, y la elucion se llevé a cabo con acido ortofosforico 0.02 a un
caudal de 1.0 ml/min.

Se vertieron 5 ml de zumo centrifugado en un matraz y se llevaron a un volumen total de 50 ml con solucion al 3%
de acido metafosférico. Una parte de dicha solucion se filiré con jeringa sobre un filtro de PTFE de 0.45 ym y
después se inyectaron 20 pl de filtrado en la HPLC. La elucion se llevd a cabo con acido ortofosforico 0.02 M a un
caudal de 1.0 ml/min. Se fijé la longitud de onda en 260 nm. La concentracion de vitamina C se expresa como
mg/100 ml de acido ascoérbico.

Se determinaron los polifenoles totales en las hojas mediante el procedimiento espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau

).
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Las muestras de hojas se lavaron con agua destilada, se congelaron a -80°C, se liofilizaron y después se molieron.

Una parte de 0.2 g de polvos molidos se extrajo en 10 ml de etanol al 95% durante 3 h en la oscuridad en un
agitador oscilatorio. A continuacion, se centrifugd y se mezclé una parte de la solucion (1 ml) diluida
apropiadamente, con 5 ml de reactivo comercial de Folin-Ciocalteau (previamente diluido 1:10 v/v con agua) y 4
ml de una solucion al 7.5% de carbonato sédico. La mezcla se dejé en la oscuridad durante 2 horas a temperatura
ambiente; posteriormente se obtuvo una lectura espectrofotométrica a 740 nm y se expreso la concentracion de
fenoles totales como mg/100 g de catequina.

Los parametros fisico-quimicos tales como la acidez total (AT) y los sélidos solubles totales (SST), determinados
en el zumo de fruta del cv ‘Ovale’ de naranja (datos no representados), subrayaron que antes del tratamiento, la
fruta habia alcanzado un nivel de maduracion 6ptimo, y dichos parametros no cambiaron después de realizar los
diferentes tratamientos.

Con respecto al contenido de acido ascorbico, la fruta mostré un contenido medio de acido ascorbico de 25 mg/100
ml. Una semana después de los tratamientos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
cualquiera de las muestras en comparacién con el control.

Por lo tanto, se encontré que el aceite ozonizado, segun la presente invencion, potencialmente es capaz de mejorar
las respuestas de las plantas sometidas a estrés bidtico y abidtico.

De hecho, el tratamiento estimuld un incremento del contenido de dichos metabolitos secundarios en las hojas y,
principalmente, en las plantas tratadas con 4% de una Unica solucion.

Este incrementd, asimismo observado en menor grado en las hojas de plantas tratadas dos veces con 2%, puede
considerarse un efecto directo del tratamiento realizado.

El incremento de la concentraciéon de dichas sustancias se obtuvo tras siete dias del primer tratamiento, con
diferencias significativas en comparacion con las muestras no tratadas. Los resultados positivos obtenidos en las
muestras 1y 2 no pueden atribuirse a una condicién nutricional y/o fitosanitaria mejorada de las plantas, ya que,
tal como se informa en las tablas 1 a 3, ninguna de las muestras sometidas a ensayo para el indice SPAD y para
el contenido de macroelementos, mesoelementos y microelementos mostré diferencias significativas.

En conclusioén, considerando los efectos positivos observados en los tejidos vegetales estudiados y la falta de
efectos negativos (quemadura, desecacion, etc.) en las plantas tratadas, el aceite vegetal ozonizado ciertamente
puede considerarse una sustancia con actividad corroborativa.

Tabla 1
Control mg/100 g de &cido ascorbico Muestra 1 (4%) mg/100 g de acido ascorbico
T0 90 mg
T1 100 mg 165 mg
Tabla 2
Control mg/100 g de &cido ascorbico | Muestra 2 (2%) mg/100 g de acido ascorbico
T0 90 mg
T1 100 mg 120 mg
T2 100 mg 129 mg
Tabla 3
Control mg/100 g de catequina | Muestra 1 (4%) mg/100 g de catequina
T0 338 mg
T1 390 mg 430 mg
Tabla 4
Control mg/100 g de catequina Muestra 2 (2%) mg/100 g de catequina
T0 338 mg
T1 400 mg 410 mg
T2 (7 dias+ 4 horas) 400 mg 415 mg
T2 (7 dias+ 8 horas) 390 mg 438 mg
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la activacién de los mecanismos de defensa en plantas que comprende las etapas de:

mezclar aceite vegetal y ozono para proporcionar aceite ozonizado, en el que el aceite obtenido comprende
ozono en una cantidad comprendida entre 1% y 10% del peso total;

mezclar dicho aceite ozonizado con agua para proporcionar aceite ozonizado en agua en una cantidad
comprendida entre 1% y 15% del peso total y un emulsionante en una cantidad comprendida entre 5% y 10%
del peso total para proporcionar un compuesto;

pulverizar dicho compuesto a dichas plantas.

2. Procedimiento segun la reivindicacioén 1, caracterizado por que dicho aceite vegetal es uno o mas de los aceites
siguientes: aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de maiz, aceite de cacahuete y aceite vegetal combinado.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho emulsionante es lecitina de soja.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho emulsionante es uno o mas de los
emulsionantes siguientes: lecitina de soja, eucerina anhidra, lanolina anhidra, alcoholes de lanolina, fosfatidilcolina,
alcohol cetilico, monoestearato de glicerilo, alcohol cetilestearilico, diestearato de glicol, cera de abeja,
monoestearato de polietilenglicol, palmitato de cetilo, polisorbato, aceite de ricino hidrogenado y estearato sédico.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dichas plantas comprenden Citrus sinensis.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha fase de mezclar aceite vegetal con ozono
comprende la formacién de ozénidos en cantidades desde 100 a 1500 para cada litro de aceite.
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