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@Resumen:

Uso de aminoacidos ciclicos no prolinicos para
aumentar tolerancia de plantas a condiciones de
estrés osmotico.

La presente invencion propone al uso de aminoécidos
ciclicos no prolinicos de férmula general (1), donde n,
X, Y y Z tienen el significado descrito en la
descripcion, para aumentar la tolerancia de plantas a
condiciones de estrés osmético, que tienen su origen
en la falta de disponibilidad de agua del medio. Los
aminoacidos no prolinicos que se usan en la
invencién son de origen natural y presentan una
efectividad muy superior a la de otros aminoacidos ya
conocidos y utilizados con el mismo fin, por lo que se
considera que esta invencién puede ser de gran
utilidad para evitar las pérdidas econémicas
provocadas por descenso de productividad en cultivos
agricolas.
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USO DE AMINOACIDOS CICLICOS NO PROLINICOS PARA AUMENTAR LA
TOLERANCIA DE PLANTAS A CONDICIONES DE ESTRES OSMOTICO

DESCRIPCION

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencidon se refiere al uso de moléculas organicas para aumentar la
iolerancia de plantas a condiciones de estrés osmdlico provocadas por la dificultad para
acceder al agua del medio, tales como las provocadas por el esirés salino o el déficit
hidrico. En base a lo anterior, esla invencion se puede englobar en ¢l area de la
aplicacion de compuestos y sustancias para Tavorecer el desarrollo de plantas en las

condiciones descritas de esirés osmdtico.

ESTADO DE LATECHNICA

La falta de accesibilidad al agua por parle de las plantas es uno de los factores gue
influyen de manera mas determinante en el descenso de produdtividad de los cultivos
agricolas. Esta falta de accesibilidad al agua puede ser debida tanto a condicionss de
sequia meteoroldgica, agricola o hidroldgica, o gue en suma se reflere a un déficit

hidrico en el medio, como a sequia fisioldgica.

La sequia fisiologica ocurre cuando las sales solubles se encuentran en altas
concentraciones en la solucion del suelo, limitando la toma de agua por ia planta debido

al bajo potencial hidrico que se genera.

En cualguiera de las siluaciones de sequia anteriormente descritas, se produce un
estres osmdlico en las plantas, que tiene como consecuendia la generacion de una
respuesta fisioldgica, bioguimica v molecular muy similar que afecta a su desarrollo
(Sairam vy Tyagi, 2004. Current Science 86(3), 407-421).

Es conocido gue las plantas, ¥y como estrategia de supervivencia ante estas situaciones
de estrés, pusden ajustar su potencial osmdtico generando un potencial hidrico menor
que el de la solucion del suelo, para poder acceder al agua presente en la misma
(Munns y Tester, 2008. Annual Review of Flant Biology 59: 651-681).
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Es también conocido que la adaptacion de las plantas a diferentes condiciones de
estrés, puede estimularse por medic de compuestos quimicos para intentar anular el
efecto negativo sobre su desarrolle, asi por gjemplo, en la patenie ES2332484B1 se
reivindica el usc de la menadiona, un derivado de la vitamina K, para aumentar la

tolerancia de las plantas al esirés osmalico producido por salinidad.

En relacion al uso de aminoacidos para mejorar las condiciones de desarrollo de las
planias, es ampliamente conocido que se han utilizado mezcdlas de este tipo de
moléculas organicas procedentes del hidrolizado de proteinas en Europa desde el afio
1968 para: feriilizar f terreno, como plaguicidas, como herbicidas, como fungicidas v

como reguladores de crecimiento mediante un efecto nutricional de los cullives.

También existen documentos que refieren el uso de aminoacidos para aumentar la
tolerancia a sifuaciones de baja disponibilidad de agua por sequia fisiologica. En este
sentido, cabe destacar el trabsjo de El-Samad ef al (2011, Journal of Medicinal Plants
Hesearch 5:24, 5692-5689) que refiere &l uso de amincacidos no ciclicos como la
fenilalanina o la proling; o el documento de solicitud de patente US2009054241A1, en &l
que se uliliza un derivado de la prolina, concretamente ia hidroxiprolina. Sin embargo,
en cualguiera de estos ¢asos, la efectividad en relacion ¢on el aumento de la tolerancia

es todavia limitada.

En base a lo anterior, se considera de interés la blsgueda de nuevos aminoacidos, que
al ser aplicados a las plantas, sean capaces de estimular sus mecanismos naturales

para aumentar 13 tolerancia a condiciones de esirés osmdtico.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Se considera que el problema que resuslve la invencion es la ssleccion de moléculas
organicas, concrefamente aminoacidos, que al ser aplicados a planias, permitan
aumentar su tolerancia a las condiciones de estrés osmdtico v por ende no vean

mermada su productividad en relacion con plantas no sometidas a dicho estrés.

Los inventores han observado que szlgunos aminoacidos, concretamente los
aminoacidos ciclicos no prolinicos de férmula general (1), como sjemplo de los cuales se

incluyen el acido pipecolinico v el dcido piroglutéamico, son capaces de estimular los
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mecanismos naturales de las plantas que les permiten superar condiciones de esirés
osmdatico, aumentando de forma significativa su produccién de biomasa en estas
condiciones adversas y acercandola a los valores de plantas control no sometidas a
dicho estrés {ver Ejemplo 2). Los inventores también han comprobado que el uso de
otros arminoacidos distintos, ulilizados en las mismas condicionses de expsrimentacion,
ne consiguen una recuperadcion de la produccion de biomasa con respecto a un contral

o si lo consiguen es en menor medida (ver gjemplos 1 a 3}

Las veniajas del uso de los aminoacidos ciclicos no prolinicos de formula general (1) gue

se incluyen en el ambito de la presente invencidn son:

-tienen un efecio claramente superior al gue han mosirado olros aminoacidos descritos
en el estado de ia técnica, como por ejemplo la alanina o la hidroxiprolina, en la mejora

de la tolerancia a condiciones de estrés osmotico;

-se trata de aminoacidos naturales o derivados bicdegradables que minimizan el

impacto ambisntal; v

- posibilitan un manejo segurc por parte de los operarios durante la aplicacion.

En un primer aspecto, la invencién se refiere al uso de al menos un compuesto de

férmula (1) para aumentar la tolerancia de plantas a condiciones dg esirés osmdtico

)
{H
donde:
n representa un numero entero comprendido entre Gy 1;
Y representa ~-C=0 o0 ~CHy;
X representa -OH, -0-C,4alquilo o -NH-Cysalquilo; v

Z representa H, -OH, -SH 0 -§-Cq4alquilo,
4
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con la condicidn de que L-prolina y D-prolina estan excluidas de la definicidén de un

compuesto de férmula ().

En ofra realizacion la invencion se refiere al uso de un compuesio de formula (1) tal y
como se ha definido anteriormente donde:

n representa un numero comprendido entre 0 v 1

Y representa -C=0 ¢ ~CHy;

X representa -OH, -O-Cyalquilo o -NH-Cyualquilo) v

Zes H,

con la condicidn de que L-prolina y D-prolina estan excluidas de la definicidén de un

compuesto de férmula ().

En ofra realizacion la invencion se refiere al uso de un compuesto de formula (1) tal y
como se ha definido anteriormente donde:

n representa un numero comprendido entre 0 v 1

Y repraesenta -C=0 o ~CHy;

X represenia —OH; v

ZesH,

con la condicion de que L-prolina vy D-prolina estén excluidas de la definicidn de un

compuesto de formula ().

En ofra realizacion la invencion se refiere al uso de un compuesto de Tormula (1) tal v
como se ha definido anteriormenie donde el compuesto de férmula (1) es el compuesto

de farmula (H).

(15

En otra reaglizacién la invencidn se refiere al uso de un compuesto de férmula () tal v
como se ha definido anteriormente donde ef compuesio de formula (i) es el compuesio

de formula (H1).
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Algunos compueslos de formula (1) presentan ceniros quirales gue dan lugar a varios
esterecisdmeros. La presente invencion describe cada uno de esos estereoistmeros y

suUs mezaolas.

En el ambito de la invencidn fambién se incluyen los derivados hidrosclubles del

amincacido de la invencidn.

Las “condiciones de estrés osmdlico” esian provocadas por una dificultad en el acceso
al agua disponible en el medio gue alberga una planta y gue el experto en &l estado de
la teécnica concce como un elementc comun a circunstancias de sequia meleorologica,
agricola, hidroldgica (situaciones de déficit hidrico} o fisioldgica (situaciones de
salinidad), v que tiene gfectos similares sobre la activacion de mecanismos de defensa
de ia planta y sobre el descensco de su desarrolic  (Sairam y Tvagi, 2004. Current
Science 86(3), 407-421).

Los resultados incluidos en este documento (ver Ejemplo 2), han demostrado gue &l
aminoacido de la invencidn es efective para aumentar la tolerancia en condiciones de
estres osmotico, como {as que por ejempio se provocan en condiciones de salinidad,
por lo que se considera que fambién debe ser efectivo en condiciones de esirés

osmético provocado por déficit hidrico.

En ofra realizacion la invencion se refiere al uso de un compuesto de formula () tal v
como se ha definido anteriormenie para aumeniar la tolerancia al estrés osmdlico
producido por un déficit hidrico.

En ofra realizacion la invencidn se refiere al uso de un compuesto de formula (I tal v
como se ha definido anteriormente para aumentar la tolerancia al esirés gsmotico

producido por salinidad.
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Como se ha mencionado anteriormente, algunos de ios compuesios de la presenie
invencion pueden existir como varios diastergoisdmercs y/o varios isdomeros Oplicos.
Los diasterecisémercs se pueden separar por técnicas convencionales tales como
cromatografia o cristalizacion fraccionada. Los isGmeros Oplicos pueden ser resuelios
por técnicas convencionales de resolucion Oplica para dar isdmeros apticamente puros.
Esta resolucion puede llevarse a cabo en cualquiera de los productos intermedios de un
compuesto de formula (1), Los isémeros Spticamente puros también se pueden obtener
individualmente ulilizando siniesis enantiosslectiva. La presents invencidn cubre {odos
los isdmeros individuales asf como las mezclas de los mismos {por eiemplo mezclas
racémicas o mezclas de diasteresisdmeros), fanto oblenido por siniesis como por

mezcla fisica de los mismos.

En un segundo aspeclo, la invencidn se refiere a un método para mejorar la tolerancia a
condiciones de estrés osmdtico, en adelante método de la invencidn, que comprende
adminisirar a la planta una dosis eficaz de al menos un compuesto de formula (1) tal v

como se ha definido anteriormente.

Aungue el experio en el estado de la técnica conocerd que es posible utilizar el
aminoacido de ia invencién en cualguier soporte que favorezcea su penetrabilidad en el
material vegetal, preferentemenie, el mélodo de la invencién comprende utilizar el

compuesto de formula {1) en solucidn acuosa.

El método de la invencitn, tambien comprends utilizar el amincacido de ia invencién
junto con diverscs vehiculos v agentes que faciliten su conservacién, manejo vy

aplicacion.

En ofra realizacidn la invencion se refiere al método definido anteriormente donde &l
compuesto de formula (1) se puede utilizar conjuntamente con olro ingrediente activo.
Eiemplos de ingrediente activo adicional son, a titulo indicativo y no limitativo,
nematicidas, insecticidas, acaricidas, fungicidas, baciericidas, herbicidas, reguladores
del crecimiento, fertilizantes, sinérgicos, fertilizantes v acondicionadores del suelo, v

preferiblemente donde el ingrediente aclivo adicional se selecciona de nematicida,

insecticida, acaricida, fungicida, bactericida y herbicida.

Aungue la adicion de uno solo de los amincacidos de la invencién provoca efecios

beneficiosos sobre el aumentio de la tolerancia ante situaciones de estrés osmdtico,
7
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incrementando su produccion de biomasa hasia valores muy similares a los de planias
que no estan sometidas a este esirés, la invencion también incluye la combinacion
simultanea de mas de un compuesto de férmula {1}, como por ejemplo ef compuesto de
formuda (1), también referido como acido pipecolinico, v el compuesto de farmula (1),

también referido como acido piroglutamico.

Tal y como se ha explicado con anterioridad, en la descripcion del uso del aminoacido
de la invencion {compuesio de formula (1), v de forma coherente, ef método de la
invencion es de aplicacion para aumentar fa tolerancia al estrés osmdtico provocado por

un déficit hidrico ¢ por salinidad.

La eficacia del mélodo de ia invencion gueda de manifiesio al comprobarse la reduccion
de los efectos negativos que ocasiona el estrés osmdlico, tras la aplicacion del
aminoacido de la invencion en plantas iratadas con dosis moderadas de NaCl (50 mM)
(Attia ef al, 2008. Physiologia Plantarum 132: 283-305), que aumenta de forma
svidenie la produccion de biomasa hasta valores cercanocs a los oblenido por plantas
control sin estrés osmdtico. Se comprueba ademas que la aplicacion del aminoacido de
la invencion, ocasiona una respuesia de naturaieza sisiémica y en consecuencia, sus

efectos se extienden al resto de la planta desde las raices.

En las definiciones anleriores, ef término Cy4alquilo, como grupo o parie de un grupo,
significa un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que contieng de 1 a 4 alomos deg
C; & incluye los grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, ischutilo, sec-butilo v fert-
butilc.

En el presente documenio por “planta” se entiende indistintamente fanio a un individuo
como a una pluralidad de los mismos, va sea considerada en su totalidad, es decir,
incluyendo parte aérea y parie radical con independencia de su estadic de desarrolio, o
considerada parciaimente, es decir, cualguier porcidn de la misma que pueda ulilizarse
como material vegetal de reproduccion o multiplicacion,

Por “material vegetal de reproduccion” se entiende fanto la semilla, como el fruto que la

comprande.

Por “material vegetal de mulliplicacion” se entiende cualquier fragmento de una plania a
partir del cual se pusda oblener al menos un nuevo ejemplar v que se uliliza

normaimente como base en {écnicas de propagacion, como por gjemplo, propagacion
8
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por acodos, esquejes, estacas, estolones, yemas, rizomas, tubércuios, bulbos o cormos;

propagacion por injertos; micropropagacion; ¢ propagacion por cultive in-vitro.

Como el experto en el estado de ia técnica conoce, en funcion del estadio de desairdilo
de la planta o del tipo de malerial vegetal, son posibles diferentes iécnicas de aplicacién
de productos fitosanitarios. Asi por gjemplo, para plantas yva establecidas en campo,
para aplicacion en Ia parte aérea las técnicas mas adecuadas pueden comprender la
pulverizacion del amincacido de {a invencion sobre las hojas, o la inyveccion en el {allo,
mientras que para la parle radicular, la aplicacién pusde hacerse por incorporacion &l

agua de riego o al sustrato gue alberga la plania.

Sin embargo, para material vegetal en estadios previos a su puesia en campo,
adicionalmenie a las técnicas anferiores, también es posible la inmersion de la parte
radical en una solucién que comprende el amingacido de la invencién ¢ la inmersion
total del material vegetal, ya sea de reproduccion ¢ multiplicacion. Preferentemente, la

aplicacion es por inmersion de la parte radical.

Eiemplos de cultivo en los que se puede aplicar el método de la invencion, son cualguier
cullive de monocotileddneas o dicotiledoneas, a titulo indicativo v no limitativo, cultivos

de cereales, de frutales, de legumbres, de hortalizas o de plantas ornamentales.

En olra realizacion la invencion se refiere al mélodo fal v como se ha definido
anteriormente, que comprende la aplicacion en solucidn acuosa del compussio de

férmuta (1) por inmersion del sistema radicular.

En ofra realizacion la invencién se refiere al método tal v como se ha definido
anteriormente, que comprende la aplicacidon en solucién acuosa del compussio de

formuta (1) por inmersion de las semillas.

En olra realizacion la invencion se refiere al mélodo fal v como se ha definido

anteriormente, donde el compuesto de férmula (1) es el compuesto de formula (I

En ofra realizacidon la invencion se refiere al método tal v como se ha definido

anteriorments, donde el compuesto de formula (1) es ef compuesto de férmula (1),
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La “dosis eficaz” puede aumentar o disminuir opcionalmente segun el aminoacido de la
invencion seleccionado, del material vegetal, de su estadio de desarrolle, del tipo de
formulacion, del tiempo, del lugar, de la frecuencia de aplicacion y del grado de esirés

gsmdatico.

En una realizacidn particular del método de la invencitn, el aminoacido de la invencién

se utiliza en un rango de concentraciones de 0,1 uM a 3 M.

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus
variantes no pretenden excluir ofras caracieristicas iécnicas. Para el experio en la
materia, otros aspectos, ventajas y caracleristicas de la invencidn se desprenderan en
parte de la descripcion vy en parte de la practica de la invencitn. Los siguientes egjemplos
se proporcionan a modo de ilustracion, v no se pretende que sean limitativos de la

presenie invencién.

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

Las condiciones qus se desortben a conlinuacion se utilizaron como hase para {odos os
gilemplos que se incluyen a condinuacion. Las condiciones de cultive, tales comn la
sclucion nutriliva v ol suslrale empleado han sido optimizadas para la realizacion de
este fipo de experimentos. Del mismo modo Ia dosis de NaGl ulfizada, ha sido
optimizada para este tipo de sxparimentos puestc que 50 mM parmite svaluar sl un
trafamientc es capaz de sumentar ia tolerancia a la salinidad (Jiménez-Arias &f al,

2015, Environmenial and Experimental Bolany 120,23-30).

Para el cultive de las plantas de Arabidopsis thaiiana necesarias para 08 ensayos se
smplad un sislema de cultive hidropdnico. Este sistema se establecid en cubstas de
Bidroponia con 1,9 L de capacidad {Araponics®) donde se hicieron orecer 18 plantas
por reciplents. Una mezcia de arena de rio de dos granulomsirias distintas fue usada
como sustrato fisico, Las semillas fueron sembradas an condensdores de samillas
{sead-hoiders), que se depositaron durante una semana en un pegueio invermnadern,
consistentie en una bandeja de polietilens de alla  densidad con arena de ric {arena
siicea lavada, con granulometria media) ocon agua destilada estéril cubieria con una
lamina pldstica fransparente, qgue fue depositado en una camara de cultive a 22 % 2°C,
con un foloperiodo de 16 horas de luz (100110 umol m-2 s-1 de PAR}Y v con un 100%

de humedad relativa. Tras una semana, s seed-hiolkdsrs con las plantulas fusron
10
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fransferidas a las cubetas de hidroponia en las misma condiciones de folopariodo o
itensidad uminica, pero con un 80-70% de humedad relaliva. Las plantulas se
raniuvieron sin aireacion durante la primera semana, a partir de elia la solucidn {Tabla
1} fue gensrosaments agireada mediante bombas de aireadion v fue renovada cada 7

dias.

Tabla 1. Sclucidn hidropdnica ulilizada en los experimenios

Macronutrienies {(mbf} Micronutrientas (ukd)
KNG: (1.25) HaBOs (80)

KHPO, (0,5} MnSO, x HO (18]
MaSQy ® THO {0,75) ZnB0y x THO {2}
Ca {(NQyy x 4H:0 {0,75} CubGy x BHO (1,5)

Senuestrens® (44,8}

Eiemplo 1. Efecto de Iz alaning sobre la respuesia de 4. thaliana al eslrés saling
provocadoe por la adicidn de Nall

Fara comprobar st I estruclura fundamenial de los amincacidos produce efsclos

protectores frants al eslrés salino, se ulilizd un aminocacido sencillo como g3 1a alanina.

De esta manera, plantas de 21 dias fusron tratadas durante 24 horas en soludcion
nutritiva erviguecida con una concentracion de 2,5 mbd de zlanina. Posteriomments ias
plantas  fusron deposifadas  en solucidn  nuiritiva nommal duranie 24 horas v
postericrmente crecieron durante 7 dias en solucion nutritiva con ¢ sin un aporte de 50
mbd de NaCl Esle experimento se repilié dos veces, smpleande 12 plantas por
experimenis, siendo el valor gus se mussira en la tabla 2 la media de 24 plantas para

cada una de las condiciones.

Fosterormentis se proosdit a determinar ef pase himedo de g parle asrea de las

planias.

En ia sigulenie tabia (Tabla 2} se muestran los resuitados del aminogcido alanina sobre

el desarrolio de ias planias.

11
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Tabla 2: Efectos de la alaning sobve el erecimianto en condiciones aplimas v salinas.

Siryiratar | Alanina | Sal Alanina-sal
Peso Fresoo {mg planta) | 180216 | 14228 | B2z8™ | 382
TCR 0,53 0,58 g2 g

Los datos mostrados son la media de dos experimentos independientes con 24 plantas
gn olal Los ™ muestran diferencias significativas con respectn al grupo control con un
p=<0.01. TCR: Tasa de crecimienio relativo (T.C.R= {in Fs2- In Pad)y / {T2-T1); stendo In

logariimo nepenano; Ps paso seco v T Hempol

Zomo se pueds cbhservar, la estructura representada por sl amincdsido alaning no fue
capaz de promover el orecimiento, ni de aumentar la lolerancia a la salinidad, e mas,

parece qus perjudicd a las plantas ante una misma dosis de sal

Eiemplo 2. Efecte del dcido pirogiutamico o del acide pipecolinipe sobre la
respuesia de 4. thaliana al estrés salino provocado por iz adicion de NaCl

Fiantas de 21 dias fueron tratadas duranie 24 horas en solucion nutritiva enriguecida
con una conoentracion de 2,5 mM de acido piregitamico o sl acldo pipecalinico.
Fosteriomnente [as plantas fueron depositadas en solucion nutritiva normal duranie 24
horas v posteriorments crediaron durante 7 dias en solucion nutritive  con o sin un
aporte de 50 mbM de NaCl Este experimento se repitld dos veces, empleando 12
planias por expermento, siendo el valor que se mussira on ia tabla 2 1a media de 24

plantas para cada una de las condicionss.,

Ei pest fresco de los ejemplares se muestra en la siguients tabla {Tabla 3}

Tabla 3: Efecios de acido piregiutdmico v Ac. Pipecdlinico sobre el crecimisnto en

condiciones optimas v salinas

v

. . . Adidn
. Agido Acido i Aoido , o
Sinslratar | o , o Sal _ o pipecalinico-
pireglutamico | pipscolinico pirogluiamico i
53
Peso
168,320 | 183,0215 145 9522 Ql+18™ | 1704215 133,8221
Fresco
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0,56 045 (4,23 (1,49 0,45

Los datos mostrados son la media de dos exparimentos indepandisntes con 24 planias
et fofal, Los ™ mussiran diferencias significativas con respacto al grupe contred con un
301, TCOR: Tasa de credimiento relative (T.OR= (in Ps2- In Pst) / {(T2-T1slendo In

logaritmo neperiano; Ps peso seco vy T tismpo).

Como se puede observar, la sal nuevamenie disminuyd  considerablements e
crecimientn, como muastra el peso fresco v la tasa de crecimiento relativo de a planta,
fras una semana de estar sometido 2 eslrés salino. Esio no courrid de manera
significativa en agusilas plantas que fueron fratadas previamenis con 2.5 mb de Acido
pirogluiamico ¢ con 2,5 mM dg dcido pipecolinico, por lo qus guedsa probado su efecio

sobire of aumento de tolerancia frante al esirds salino.

Eiemplo 3. Comparacion del sefecto del acido piroglutamies, del deido pipecolinico
o de la hidroxiprolina sobre I3 respussta de 4. thallana al estres saling provoecado
por ia adicién de NaCl

Con e fin de demostrar que fa ulilizadion de estos compuesstos es mas efscliva que &
uso de otros aminodcidos va descritos, como es el caso de la hidroxiprolina
(USZ0080054241 A1}, se compard af efecto de un tratamiento con dosis de 2,58 mM de

acido piroglutamico ¢ de adido pipacolinico, ¢ de hidroxiproling,

Las plantas fueron deposiladas en solucion nulritiva enriguecida con alguno de los
compuestos anleriorments sefialados durante 24 horas v posterorments  creciaron
durante 7 dias en soludién nulritiva con un aporte de 50 mib de NaCh Como conlrol se
lifizaron las planias orecidas sobre solusidn nulritive v NaCl Este experimenio s
repitic dos veces, smpleando 12 plantas por exparimento, siendo ef valor que se

muesira en ia tabla 2 1a media de 24 plantas para cada una de {as condiciones.

Con el finn de Hustrar Iz defensa frente 2l esliés salino se emplsan dos medidas. Se
mugstra primero ios valores para el indice de sensibilidad (8.1 descrito por Sasdallah v
colaboradores (2001}, Cuanio mavor saa e valor negalive del S mavor es el efects

negative de o salinidad solwe i3 planta. La segunda medida, es un porcentale ds
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reduccion de la tasa de orechmianto relativa de la planta sometida a condiciones de

astrds saiing.

En ta siguients tabda {Tabla 4) se muestran los resuliados.

Tabla 4: Efectos de dcido piroglutamico, 4cido pipecolinico ¢ la hidroxdproling sobre ¢

indice de sansibilidad

Acido Acido o
Control | _ , o Hidroxiproling
piroglutamico pipecolinico
S -0,70 0 -0 0,07 ~.257
Yo reduccion _ _
62,00 10,22 8,127 24,34™
TOR

(S.[=PGe-P3o/PEe; slendo Pese seco plantas en condiciones salinas; Peso se0o en

sondiciones contrnl) ¥ &l porcentaje de reduccidn de {a tasa de orecimisnto relative (%

Red. T.C.R={TORs-TCRo/TCRe100, siendo TCORs iasa de crecimisnto de planias

orecidas an condiciones salinas; TORe tasa de crecimienio de plantas crecidas en

condiciones contral).  Los datos mosirados son la media de dos experimenios
3

independientes con 24 plantas an lotal Los ™ mussiran diferencias significativas con

respacto al grupo control con un p<0.01.

Como se puede chservar, la utilizacion de cusiquiera de los dos compuestios aumenid
considerablemente Iz {olerancia con respactd a ba hidroxiproling, por o gue ol emples de
estos compussios g fa misma dosis fue mas beneficioso pars &f cullivo de 1a planta en

condicionas de estrés salino.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de al menos un compuesto de formula {1} para aumentar la tolerancia de plantas

a condiciones de esirés osmdtico

H
donde:
10 nrepresenta un nlimero entero comprendido entre O v 1;
Y repraesenta -C=0 o ~CHy;
X representa -OH, -0-C,_alquilo o -NH-Cy_4alquilo; v
£ representa H, -OH, -SH o -5-Cy4alquilo,
con la condicidn de que L-prolina y D-prolina estan excluidas de la definicidén de un

15 compuesto de férmula (1)

2.~ El uso de un compuesto de formula {1) segun la reivindicacion 1, donde el compuesto

de férmula (1) es el compuesto de formula (1)

-~ d 3\:\3“;{“&?‘6«& \?\\b {} &‘{
L N
20 N
(an.

3.- Bl uso de un compuesio de formula (1) segun la reivindicacion 1, donde el compuesto

25 de formula (1) es el compuesto de formula (1),
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4.- El uso de un compuests de férmula (1) segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a
3, caracterizado por que sl estrés osmdtico es producido por un déficit hidrico o por

salinidad.

5.~ Método para aumentar la tolerancia de plantas a condiciones de estrés osmdotico,
caracterizado por que comprende adminisirar a ia planta una dosis eficaz de al menos

un compuesio de férmula (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6.- El método segun la reivindicacion 5, caracterizado por que sl compuesto de formula

(1) se utiliza en solucidn acuosa.

7.~ El método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 o 8, caraclerizado por que
adicionalmente compuesto de férmula () se utiliza un ingrediente active que se

selecciona un nematicida, insecticida, acaricida, fungicida, bactericida y herbicida.

8.- El método segun cualguiera de las relvindicaciones 5 a 7, caracterizado por gue &

estrés osmdtico esta producido por un déficit hidrico o por salinidad.

9.- El mélodo segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, caraclerizado por que la
aplicacién del compuesto de formula () se lleva a cabo utilizando una técnica

seleccionada de pulverizacion, inveccitn, riego, inmersién v aplicacion en sustrato.

10.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones § a 9, caracterizado por que la
aplicacion del compuesto de formula (1) se lleva a cabo con una dosis entre 0,1 uM v 3
M.

16



ES 2 638213 Al

11.- El méiodo sequn cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, caracterizado por que:
- el compuesto de formula (1) se selecciona de un compuesto de formula (i) v un

compuesto de formula () v
- la aplicacién se hace por inmersidn al sistema radicular.

12.- El método segin cualquiera de las relvindicaciones 5 a 10, caracterizado por gque:
- el compuesio de formula (1) se selecciona de un compuesio de formula (1) v un

compuesto de formula (1), v
- ¥ la aplicacion se hace por inmersion de semilias.
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