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DESCRIPCION

Uso de acido beta-ciclocitrico o una sal del mismo para potenciar la tolerancia de las plantas de la sobrecarga por
sequia

Campo de la invencién
La invencién se refiere a métodos para promover la tolerancia a la sequia en plantas.
Antecedentes de la invencién

Durante su ciclo de vida, las plantas pueden estar en riesgo de exposicion a sobrecargas ambientales tales como
altas temperaturas y acceso limitado a agua. Actualmente, la sequia es una preocupacion global en el campo
agricola. Los periodos de sequia pueden influir significativamente en los rendimientos de los cultivos al alterar el
crecimiento de las plantas o provocar la muerte de las plantas. De acuerdo con las Naciones Unidas, la intensidad
de la sequia esta creciendo en todo el mundo. Determinados cientificos son de la opinién de que las sequias
hidrolégicas y agricolas seran cada vez mas frecuentes debido al calentamiento global, dando lugar a una reduccion
en los recursos de agua y una disminucién significativa en los rendimientos agricolas.

Mejorar la tolerancia de las plantas a la sobrecarga por sequia también es de alto interés en floricultura.
Actualmente, los clientes adquieren mas plantas de jardin de mayoristas y minoristas en general y menos de centros
de jardineria tradicionales. En consecuencia, el traslado y distribucién de las plantas de jardin en general se
producen lejos de su sitio de produccion. Durante el traslado y la distribucion, las plantas de jardin pueden estar
expuestas a altas temperaturas y riego irregular, lo que provoca que se seque el sustrato y se marchite la planta. Las
plantas sobrecargas por sequia no vendibles pueden representar un 15 % de las pérdidas posproduccion.

Se han explorado varias estrategias para aumentar la tolerancia a la sequia en plantas, tales como productos
quimicos, fitomejoramiento y genomanipulacién. Desde finales de la década de 1990, se ha perseguido la expresién
transgénica de genes de "tolerancia a la sequia" como método para mejorar el rendimiento de cultivos en sequia.
Por ejemplo, el maiz Genuity® DroughtGard™ Hybrid comercializado por Monsanto es un maiz modificado
genéticamente que tiene produccién aumentada en sequia moderada.

También se han investigado productos quimicos para aumentar la resistencia a la sequia en plantas. Por ejemplo, la
solicitud internacional W02008/094590 describe el uso de acido abscisico (ABA) o su sal para aumentar la
tolerancia a la sequia de plantas ornamentales. Se demostr6 que la aplicacién foliar de moduladores del crecimiento
mejoraba la tolerancia a la sequia. Desafortunadamente, algunos de estos productos quimicos, tales como acido
abscisico y analogos del mismo, reducen el intercambio de gases al cerrar los estomas, por lo que se ralentiza la
fotosintesis y, por tanto, el crecimiento de la planta. Estos productos quimicos se usan en general para tratamiento a
corto plazo para mejorar la tolerancia de las plantas a sobrecargas ambientales ocasionales. Los usos a largo plazo
de dichos productos quimicos en cultivos de campo siguen siendo controvertidos, principalmente debido a sus
posibles efectos negativos sobre el crecimiento de las plantas. También se ha propuesto el uso de osmoprotectores,
tales como prolina, trehalosa, fructano 0 manitol. Estos compuestos desempefian funciones adaptativas en el ajuste
osmético mediatico y en la proteccién de estructuras subcelulares en plantas sobrecargadas. Sin embargo, no todas
las plantas pueden acumular estos compuestos.

Por consiguiente, hay una necesidad de métodos alternativos para mejorar la tolerancia de las plantas a la
sobrecarga por sequia.

Sumario de la invencién

La invencién es como se define en las reivindicaciones. La invencién se refiere al uso de acido B-ciclocitrico, o una
sal del mismo, para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta. El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede
usarse para prevenir, retardar o disminuir al menos un efecto de la sequia en la planta, seleccionandose dicho efecto
del grupo que consiste en disminucion en la expansion foliar, clorosis foliar, quemaduras foliares y necrosis,
marchitamiento, detencién o disminucién de la floracion, disminucion en el tamafio del fruto o el vegetal, disminucién
en la produccién de frutos o vegetales, disminucién en el tamafio de la planta, senescencia acelerada, muerte
prematura de la planta, caida prematura de las flores, caida prematura de las hojas y disminucién en la produccién
de semillas.

En un determinado aspecto, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se usa ademas para mejorar la recuperacion
de la planta después de una sobrecarga por sequia, y/o para disminuir la necesidad de agua en la planta.

El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a la planta por pulverizacién, difusién, nebulizacién,
inmersién, inundacién, espolvoreo, por inyeccion en la planta, o por inyeccién en el sustrato de la planta. En un
aspecto particular, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica a la planta por pulverizacién foliar o
afiadiendo &cido B-ciclocitrico o una sal en el agua de riego.
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El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a la planta antes de un acontecimiento seleccionado del
grupo que consiste en sequia meteorolégica, sequia hidrolégica, retirada del riego, trasplante de la planta, traslado
de la planta y distribucion de la planta. Puede realizarse una sola aplicaciéon o multiples aplicaciones de acido f-
ciclocitrico o una sal del mismo antes de dicho acontecimiento.

El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo también puede usarse de una manera mas regular. Por ejemplo, el acido
B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a la planta al menos una vez cada tres meses, preferiblemente al
menos una vez al mes, por ejemplo, al menos una vez a la semana.

La planta tratada con acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede ser de cualquier tipo. En algunas realizaciones,
la planta es una planta en maceta tal como una planta de interior o una planta de jardin. En algunas realizaciones, la
planta es una planta de cultivo que crece en campo, invernadero 0 campo cubierto, y preferiblemente seleccionada
del grupo que consiste en Solanaceae, Apiaceae, arboles frutales, Poaceae y Brassicaceae.

La invencion también se refiere al uso de acido B-ciclocitrico, o una sal del mismo, para aumentar la vida Gtil de una
planta cortada, por ejemplo, flores cortadas.

Otro objeto de la invencién es una composicion fitofarmacéutica que comprende (i) acido B-ciclocitrico o una sal del
mismo como ingrediente activo y (ii) al menos un excipiente fitofarmacéuticamente aceptable. La composicién
fitofarmacéutica es para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta. El al menos un excipiente
fitofarmacéuticamente aceptable se selecciona de modificadores del pH, agentes humectantes y combinaciones de
los mismos. La composicién fitofarmacéutica puede comprender ademas un ingrediente activo adicional
seleccionado de fitohormonas, herbicidas, fungicidas, plaguicidas, fertilizantes, estimulantes, reguladores del
crecimiento de las plantas y combinaciones de 10s mismos.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta,
que comprende:

- proporcionar una composicion fitofarmacéutica que comprende acido B-ciclocitrico o una sal del mismo, y al menos
un excipiente fitofarmacéuticamente aceptable seleccionado de modificadores del pH, agentes humectantes y
combinaciones de los mismos, y

- aplicar dicha composicion fitofarmacéutica a la planta antes, simultaneamente o después de la exposicién de la
planta a una sobrecarga por sequia, seleccionandose dicha sobrecarga por sequia del grupo que consiste en sequia
meteoroldgica, sequia hidrolégica, escasez o eliminacion de riego, el trasplante de la planta, el traslado de la planta
y la distribucion de la planta.

Figuras:

La figura 1A muestra el nivel de acido B-ciclocitrico (B-ccA) cuantificado por GC-MS (SIM m/z 153) en plantas de 5
semanas de edad (Arabidopsis thaliana) regadas con 25 ml de B-ccA 1,5 mM. La figura 1B muestra el nivel de B-
ciclocitral (B-cc) cuantificado por GC-MS (SIM m/z 137) en las mismas plantas de 5 semanas de edad regadas con
25 ml de agua que contiene B-ccA 1,5 mM. La figura 1C muestra la cuantificaciéon de acido B-ciclocitrico (B-ccA) por
GC-MS (SIM m/z 153) en hojas de Arabidopsis thaliana tratadas con B-ccA 1,5 mM durante 24 h (hojas B-ccA, 50 pl
de solucion de B-ccA por hoja) y en hojas en condiciones de control (CTRL) (sin tratamiento con B-ccA).

La figura 2A muestra la imagen de plantas de 5 semanas de edad pretratadas con 25 ml de agua que contenia B-
ccA (BccA) 1,5 mM o 25 ml de agua (CTRL) y sometidas a 7 dias de sobrecarga por sequia. La figura 2B muestra
las mismas plantas 3 dias después de volver a regar con agua solamente. La figura 2C muestra la conductancia de
los estomas de plantas pretratadas con 25 ml de pB-ccA (BccA) o agua (CTRL) y después sometidas a condiciones
de sobrecarga por sequia (0-8 dias), media de 6 hojas por punto.

La figura 3A muestra la conductancia de los estomas en plantas pretratadas con 25 ml de g-ccA 1,5 mM en agua (B-
ccA) por maceta o 25 ml de agua por maceta (CTRL) y después sometidas a sobrecarga por sequia (0-4 dias). La
figura 3B y figura 3C muestra el contenido relativo de agua (RWC) y el contenido de agua en relacién de peso seco
(FW-DW)/DW, respectivamente, en las mismas plantas (promedio de 6 hojas por punto), en el dia 0, 3, 4 y 5.

La figura 4 muestra la imagen de plantas de pimiento pretratadas con 500 ml de agua que contenia B-ccA 0,15 mM
por maceta o 500 ml de agua por maceta, después de 4 dias se sobrecarga por sequia, en condiciones ambientales
(verano).

La figura 5A muestra la imagen de plantas ost2-2 de 5 semanas de edad (perjudicadas en el cierre de los estomas)
pretratadas con 25 ml de B-CCA 1,5 mM o con agua (CTRL) y después sometidas a 5 dias de sobrecarga por
sequia.
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La figura 5B muestra la imagen de las mismas plantas 3 semanas después de volver a regarlas con agua.

La figura 6A muestra la conductancia de los estomas en plantas silvestres (WT) o en plantas ost2-2 pretratadas con
25 ml de B-CCA 1,5 mM (WT B-ccA, ost2.2 B-ccA) o con agua (WT CTRL, ost2.2 CTRL) y después sometidas a
condiciones de sobrecarga (0-3 dias), media de 6 hojas por punto.

La figura 6B muestra el contenido relativo de agua (RWC) en plantas ost2-2 pretratadas con 25 ml de B-CCA 1,5
mM (ost2.2 B-ccA) o con 25 ml de agua (ost2.2 CTRL) en 4 y 5 dias de sobrecarga por sequia (promedio de 6 hojas
por punto). La figura 6C muestra la filtracion de iones en plantas ost2-2 pretratadas con B-ccA o con agua, en 5 dias
de sobrecarga por sequia (6 hojas por condicion).

La figura 7 muestra la imagen de plantas de pensamientos pretratadas con 300 ml de agua por maceta (control) o
pretratadas con 300 ml de agua que contenia B-ccA 0,15 mM por maceta (pretratamiento con B-ccA), después de
someterse a 7 dias de sobrecarga por sequia (A) y después de volver a regar (una semana) (B). Una semana
después de volver a regar, las plantas de pensamientos pretratadas con B-ccA mostraron 47 + 6 flores de promedio,
mientras que las plantas de control mostraron 23 + 1 flores solamente.

La figura 8 muestra que la exposicion a largo plazo de plantas de Arabidopsis a B-CCA no tuvo efecto sobre la tasa
de crecimiento en condiciones normales. Figura 8A) imagen de las plantas y figura 8B) captura del peso seco al final
del experimento.

Descripcién detallada de la invencion

El acido B-ciclocitrico, también denominado en este documento B-ccA o B-CCA, corresponde al compuesto de
férmula (1):

Ok

{n

Su nombre quimico es acido 2,2,6-trimetilciclohexeno-1-carboxilico. El acido B-ciclocitrico también se denomina
acido B-ciclogeranico.

Los autores de la invencién mostraron que el tratamiento con acido B-ciclocitrico aumenta la tolerancia de las plantas
a sobrecarga ambiental, en particular a condiciones de sequia.

De forma mas precisa, los autores de la invencién mostraron que el acido B-ciclocitrico se recogia y acumulaba en
las hojas cuando se aplicaba a las plantas por pulverizacion foliar o cuando se afiadia en el riego con agua. El
tratamiento de plantas de Arabidopsis thaliana con acido B-ciclocitrico antes de la exposicién a la sobrecarga por
sequia demostré evitar los sintomas de la sequia en las plantas, tales como el marchitamiento. Después de volver a
regar, las plantas pretratadas se recuperaron y estuvieron completamente turgentes, mientras que las plantas de
control, que no se habian tratado con B-CCA, murieron. El B-CCA promovio la tolerancia a la sequia en la planta de
modelo Arabidopsis thaliana, pero también en otras especies de plantas de interés agricola tales como pimiento,
plantas de tomate y plantas florales, por ejemplo, plantas de pensamientos.

Ademas, los autores de la invencién mostraron que el pretratamiento con B-CCA evitaba pérdidas de agua, durante
sobrecarga por sequia, en Arabidopsis thaliana silvestre, pero también en un mutante de Arabidopsis en que la
respuesta de los estomas al acido abscisico estaba anulada, concretamente el mutante ost2-2. Los autores de la
invencién mostraron ademas que el tratamiento de plantas silvestres con B-CCA antes de la sobrecarga por sequia
no disminuy6 la conductancia de los estomas y, por tanto, no indujo cierre de los estomas en plantas silvestres de
Arabidopsis. Dichos resultados, junto con la capacidad de B-CCA de aumentar la resistencia a la sequia en el
mutante ost2-2, sugieren fuertemente que el mecanismo de accion de B-CCA no depende simplemente del cierre de
los estomas, como se mostrd previamente para compuestos tales como acido abscisico. Como B-CCA no promueve
significativamente el cierre de los estomas, no es probable que B-CCA afecte al intercambio de gases y a la
fotosintesis en las plantas y, por tanto, ralentice el crecimiento de las plantas.

Por consiguiente, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede usarse como ingrediente activo fitofarmacéutico,
preferiblemente como un agente para mejorar la tolerancia de las plantas a sobrecargas ambientales.

En un aspecto particular de la invencion, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se usa para mejorar la tolerancia
a sobrecarga por sequia en una planta. En un determinado aspecto, la invencion se refiere al uso de acido -
ciclocitrico o una sal del mismo para prevenir los efectos de la sequia en una planta. Por ejemplo, la invencién
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también se refiere al uso de acido B-ciclocitrico, 0 una sal del mismo para prevenir las pérdidas de agua en una
planta, especialmente cuando la planta se somete a sobrecarga por sequia. La invencién también se refiere al uso
de &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo para prevenir o retardar las quemaduras o foliares y/o marchitamiento en
una planta. Un objeto adicional de la invencién es el uso de acido B-ciclocitrico, o una sal del mismo, para reducir la
necesidad de agua en una planta. En un aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de acido B-ciclocitrico o una
sal del mismo para mejorar la tolerancia de una planta al choque por trasplante. En otro aspecto, la invencion se
refiere al uso de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo para mejorar la recuperacion de la planta después de
sobrecarga por sequia o choque por trasplante. Un aspecto adicional de la invencién es el uso de acido B-ciclocitrico
o una sal del mismo para aumentar la vida Gtil de una planta. En un aspecto particular, la invencion se refiere al uso
de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo para aumentar la vida util de una planta cortada, por ejemplo, flores
cortadas, por ejemplo, en forma de un ramo.

Como se menciona anteriormente, el acido B-ciclocitrico se refiere al compuesto de formula (1) como se muestra
anteriormente. El acido B-ciclocitrico puede prepararse facilmente por oxidacion a partir de p-ciclocitral. El -
ciclocitral es un producto comercial tipicamente usado como aditivo aromatico en alimentos. Por ejemplo, el -
ciclocitral puede oxidarse en acido B-ciclocitrico en agua y usarse tal cual. El acido B-ciclocitrico también puede
prepararse por oxidacién de B-ciclocitral opcionalmente en presencia de Ag=0, y después aislarse por extracciéon con
éter dietilico, y recristalizacién en benceno/ciclohexano, como se describe en Tomita et al., (Environ. Sci. Pollut. Res,
2016, 23:11998-12006).

Como se usa en este documento, "una sal de acido B-ciclocitrico” se refiere a cualquier sal de acido B-ciclocitrico
aceptable para uso fitofarmacéutico.

Huelga decir que, en dicha sal, el acido B-ciclocitrico esté presente como un carboxilato, concretamente como B-
ciclocitrato. Sales apropiadas de acuerdo con la invencién abarcan, sin limitacion, sodio, potasio, magnesio, calcio,
amonio, y sales de etanolamina, trietanolamina y dimetiletanolamina. Sales preferidas son B-ciclocitrato de sodio, B-
ciclocitrato de potasio y B-ciclocitrato de amonio y combinaciones de los mismos.

Como se usa en este documento, "sobrecarga por sequia" se refiere a condiciones en donde la planta se expone a
una escasez de agua, que significa que el aporte diario de agua proporcionado a la planta, o captado por la planta,
es menor que la cantidad diaria de agua minima necesaria por la planta. La "sobrecarga por sequia"puede deberse
a causas ambientales tales como sequia meteorolégica, por ejemplo, escasez de precipitaciones o periodo seco
prolongado, y sequia hidrolégica, por ejemplo, deficiencia de agua en el suelo o nivel reducido de agua subterranea.
Como alternativa, la "sobrecarga por sequia" puede estar provocada por riego irregular que puede producirse
durante acontecimientos tales como traslado y distribucién de la planta. En determinadas realizaciones, la
sobrecarga por sequia puede combinarse con alta temperatura, en particular temperatura mayor de 30 °C. En otro
aspecto, la "sobrecarga por sequia" puede producirse por trasplante y, por tanto, se refiere a choque por trasplante.
Como se usa en este documento, "trasplante de una planta" se refiere a la accién de mover una planta desde una
ubicacion y volver a plantarla en otra ubicacién. El trasplante puede provocar dafios a los pelos radiculares de la
planta debido a desarraigo o secado. En consecuencia, la absorcién de agua de la planta puede alterarse después
del trasplante. Ademas, la planta puede someterse a un aporte insuficiente de agua durante el trasplante.

La "sobrecarga por sequia" puede provocar varios efectos negativos en las plantas. Dichos efectos (también
denominados a partir de ahora dafios o sintomas) abarcan, sin limitacién, disminucion en la expansién foliar, clorosis
foliar, quemaduras foliares y necrosis, marchitamiento, alteracioén en el desarrollo de la planta, por ejemplo,
detencién o disminucién en la floracién, disminucién en el tamafio del fruto o vegetal, disminucién en la produccion
de frutos o vegetales, disminucién en el tamario de la planta, senescencia acelerada, muerte prematura de la planta,
caida prematura de las flores, caida prematura de las hojas y disminucién en la produccién de semillas.

Como se usa en este documento, un compuesto puede "mejorar la tolerancia o la resistencia de una planta a la
sequia" significa que el tratamiento de la planta con el compuesto promueve la resistencia de la planta a sobrecarga
por sequia, concretamente puede prevenir, disminuir o retardar uno o varios efectos provocados o resultantes de la
exposicién a sobrecarga por sequia en la planta, tal como el marchitamiento, en comparacion con una planta de
control que no se ha tratado con el compuesto. En algunas realizaciones, el compuesto puede aumentar la vida (til
de la planta en sobrecarga por sequia, en comparacién con una planta de control expuesta a la misma sobrecarga
por sequia. En otra realizacién, el compuesto puede promover la recuperacion de la planta después de la
sobrecarga por sequia, en comparacion con una planta de control que no se ha tratado con el compuesto. En otras
realizaciones, un compuesto que puede "mejorar la tolerancia o la resistencia de la planta a la sequia" puede reducir
las necesidades de agua en la planta, por lo que puede realizarse riego menos frecuente para mantener la planta
viva.

La planta que puede tratarse con acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede ser de cualquier tipo. La planta
puede pertenecer a plantas herbaceas o plantas lefiosas. En algunas realizaciones, la planta es una planta de
cultivo. Por ejemplo, la planta puede seleccionarse del grupo que consiste en Solanaceae, Apiaceae, arboles
frutales, Poaceaey Brassicaceae.
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La planta a tratar puede ser una planta de cereal tal como maiz, trigo, arroz, cebada, sorgo, mijo, avena, trigo
sarraceno, quinoa o triticale. Como alternativa, la planta puede seleccionarse del género Gossypium, es decir, una
especie de algoddn o de especies de Nicotiana (tabaco). Las plantas de cultivo también abarcan cultivos
oleaginosos tales como girasol, colza, soja o linaza.

La planta a tratar también puede ser una hortaliza tal como hortalizas cucurbitaceas, del género Brassica, frutales o
de hoja. Como ejemplo de hortalizas cucurbitaceas, se puede citar el calabacin, pepino, melén y sandia. Las
hortalizas del género Brassica abarcan, sin limitacion, col, brécol, coliflor, berza y mostaza. Ejemplos de hortalizas
frutales son, por ejemplo, tomate, pimiento, aguacate, guisante, alubia o berenjena. Las hortalizas de hoja abarcan
espinacas, hojas de remolacha, lechuga y similares.

Como alternativa, la planta puede ser una planta ornamental tal como plantas de interior, y plantas florales
ornamentales. Por ejemplo, la planta ornamental puede seleccionarse de Asteraceae, Orchidaceae, Rosacae,
Geraniaceae y Violaceae. Ejemplo de plantas florales ornamentales abarcan, sin limitacién, geranios, caléndulas,
rosas, pensamientos, orquideas y petunias.

El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede usarse para tratar plantas en diversos tipos de situacién y entorno,
para aumentar su tolerancia a sobrecargas ambientales, en particular a sobrecarga por sequia. La planta puede ser
una planta en maceta, tal como una planta de interior o una planta de jardin. Como alternativa, la planta puede estar
en la tierra, por ejemplo, que crece en un campo, un jardin o una huerta. La planta puede ser de cualquier fase de
desarrollo, tal como en fase vegetativa, fase reproductora o fase de maduracion. Por ejemplo, la planta puede ser
una plantula, una planta de inicio, un brote o una planta en fase de floracién.

La planta puede ser una planta silvestre, por ejemplo, una planta no modificada genéticamente, o una planta
modificada genéticamente.

El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a la planta por cualquier medio convencional, tal como
pulverizacién, difusién, nebulizacién, inmersion, inundacién, espolvoreo o por riego, por ejemplo, riego con aspersor
o riego por goteo, quimigacién (es decir, por la adicién al agua de riego), inyeccioén en la planta, o por inyeccién en el
suelo o el sustrato de la planta. El acido B-ciclocitrico 0 una sal del mismo puede aplicarse a la planta al completo o
ponerse en contacto con una o mas partes de la plata, tal como raices u hojas. Como alternativa, el acido p-
ciclocitrico puede producirse directa o indirectamente en la planta u obtenerse de un precursor o sustancia aplicada
a la planta de cualquier manera convencional citada anteriormente.

Por ejemplo, el acido B-ciclocitrico puede disolverse directamente en agua corriente, que entonces puede aplicarse
por pulverizacion, por ejemplo, pulverizacién foliar, o riego. La frecuencia y duracién del tratamiento con acido -
ciclocitrico o una sal del mismo, asi como la cantidad del agente activo a aplicar a la planta pueden variar
dependiendo de la especie de la planta a tratar, la situacion de la planta, las condiciones ambientales tales como €l
clima local, y/o la sobrecarga por sequia que se espera. El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a
la planta antes de una sobrecarga por sequia esperada, por ejemplo, antes de un acontecimiento tal como sequia
meteoroldgica, sequia hidrolégica, escasez o eliminacion de riego, el trasplante de la planta, el traslado de la planta
y la distribucion de la planta.

El acido B-ciclocitrico o una sal puede aplicarse una vez o varias veces a la planta. Como alternativa, el acido B-
ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse de forma regular a la planta.

El tratamiento con acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede durar varios dias, varias semanas o varios meses,
dependiendo de la planta a tratar. La frecuencia de las aplicaciones puede ser al menos una vez al mes, al menos
una vez a la semana, al menos cada tres dias e incluso diariamente. En otras realizaciones, el tratamiento de la
planta con acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede comprender una sola aplicacién del compuesto
Unicamente, preferiblemente en unos pocos dias antes de, o justo antes, de una sobrecarga por sequia esperada.

En un determinado aspecto de la invencién, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se usa para mejorar la
tolerancia a la sequia en un cultivo. El cultivo puede estar en un invernadero, un campo cubierto o un campo. En
algunas realizaciones, la planta es un cultivo de campo, tal como maiz, trigo, algodoén, girasol, colza, alubia o tabaco.

El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede administrarse "como un tratamiento agudo”, por ejemplo, cuando
se espera un periodo de sequia. Como un ejemplo, el &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse antes
de un periodo esperado de sequia, o durante periodos con un alto riesgo de sequia, por ejemplo, antes y/o durante
el verano. Por motivos de ilustracion Unicamente, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse al
menos un dia antes, por ejemplo, al menos 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 12, 13, 14 dias antes del inicio de un periodo
esperado de sequia. Una sola aplicacién de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo al cultivo puede realizarse antes
de la sequia esperada o durante el periodo de alto riesgo de sequia. Como alternativa, pueden realizarse multiples
aplicaciones, por ejemplo, pueden realizarse al menos 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 0 14 aplicaciones al cultivo.
El nimero de aplicaciones puede ser, por ejemplo, al menos una vez cada dos semanas, al menos una vez a la
semana, al menos una vez cada tres dias, una vez cada dos dias o una vez al dia. Por motivos de ilustracién
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Unicamente, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse al cultivo diariamente, durante un periodo de
al menos 4 dias antes del periodo esperado de sequia.

En algunas realizaciones, la aplicacién de &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede continuarse durante el
periodo de sequia, con la misma frecuencia o una diferente.

Como alternativa, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse al cultivo de campo como tratamiento
profilactico, de una manera regular. Por ejemplo, el cultivo puede tratarse con acido B-ciclocitrico o una sal del
mismo al menos una vez cada 3 meses, al menos una vez cada 2 meses, e incluso al menos 1,2, 3,4,5,6,7,8,90
10 veces al mes.

El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a las plantas de cultivo durante la fase de crecimiento
vegetativo y/o la fase reproductora del cultivo. Por ejemplo, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede ser
adecuado para su aplicacién al cultivo desde el inicio de la fase vegetativa hasta la cosecha. La aplicacién de acido
B-ciclocitrico también puede realizarse después de la cosecha, por ejemplo, para cultivos de hortalizas. Como
ejemplo, la aplicacién de acido B-ciclocitrico a cultivos sembrados en campo puede comenzar justo después de la
germinacién. Dicho tratamiento puede tener como objetivo potenciar la tolerancia a la sequia y también reducir las
necesidades de agua en el cultivo. Como otro ejemplo, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse al
cultivo con riego de agua, concretamente cada vez que se riegue el cultivo. Como ejemplo adicional, el acido B-
ciclocitrico o una sal puede aplicarse a la planta una vez al mes, cada dos semanas o una vez a la semana.

La cantidad de &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo a aplicar al cultivo por hectarea puede variar dependiendo de
la especie de cultivo y el objetivo que se busque. Por ejemplo, la cantidad de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo
aplicada por hectarea puede ser mayor cuando se use como tratamiento agudo para proteger el cultivo contra un
periodo esperado de sequia, que cuando se use como tratamiento profilactico como se describe anteriormente.

La cantidad de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo aplicada por aplicacion puede variar de 1 g a 100 kg por
hectarea, por ejemplo, de 5 g a 50 kg por hectarea, de 10 g a 1 kg por hectarea, de 100 g a 1000 g por hectarea o
de 10 g a 500 g por hectarea. El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse al cultivo por cualquier
medio convencional, por ejemplo, por difusién, pulverizacién o riego.

En otro aspecto, el acido B-ciclocitrico o una sal se aplica a una planta para mejorar su resistencia al trasplante y/o
para evitar los efectos del choque por trasplante en la planta. Tipicamente, el &cido B-ciclocitrico o una sal puede
aplicarse a la planta antes del trasplante, durante, por ejemplo, al menos 6 horas, 12 horas 0 18 horas, 0 al menos 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 12, 13, o0 14 dias antes del trasplante. En determinadas realizaciones, una sola aplicacién de
acido B-ciclocitrico o una sal se realiza antes del trasplante, por ejemplo, al menos 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas o0 96 horas antes del trasplante. En otras realizaciones, pueden realizarse multiples
aplicaciones. Por ejemplo, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse cada tres dias, cada dos dias e
incluso una vez al dia hasta el trasplante. Como ejemplo, la planta puede tratarse con acido B-ciclocitrico o una sal
del mismo diariamente, durante 2 a 6 dias, antes de su trasplante.

En algunas realizaciones, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica ademas a la planta después del
trasplante, una vez o varias veces.

Como ejemplo, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede administrarse a la planta una vez en 96 horas
después del trasplante o durante varios dias o varias semanas (por ejemplo, 1, 2, 3 0 4}, por ejemplo, al menos una
vez a la semana, dos veces a la semana o diariamente, después del trasplante.

En un aspecto adicional, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se usa para mejorar la tolerancia a la sequia de
plantas en maceta tales como plantas de jardin y plantas ornamentales en maceta, por ejemplo, plantas de interior.

En particular, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede usarse para mejorar la tolerancia de dichas plantas a
una sobrecarga por sequia provocada por riego infrecuente. De hecho, las plantas en maceta, tales como plantas
ornamentales en maceta y plantas de jardin pueden estar sujetas a riego irregular, e incluso altas temperaturas,
especialmente durante el traslado desde su sitio de produccién hasta su sitio de venta, y/o durante su
comercializacion. Por consiguiente, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a la planta para
mejorar la tolerancia de plantas en maceta a sobrecarga por sequia, por ejemplo, que se produce durante el traslado
y/o la distribucion. El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse justo antes de la sobrecarga esperada
por sequia, por ejemplo, cuando la planta esta aln en el vivero. La planta puede tratarse con acido B-ciclocitrico o
una sal del mismo al menos 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas e incluso al menos 48 horas antes del traslado. El
tratamiento con acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede repetirse varias veces antes del traslado o
comercializacion. Por ejemplo, la planta puede tratarse diariamente con &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo
durante un periodo de varios dias antes del traslado y/o comercializacién, por ejemplo, durante un periodo de 2 dias
a 8 dias, tal como 3, 4 0 5 dias antes del traslado. El tratamiento de la planta con acido B-ciclocitrico o una sal del
mismo puede repetirse opcionalmente durante el traslado y/o comercializacion, en particular con aplicaciones menos
frecuentes.
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Como alternativa, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede administrarse a la planta en maceta, en particular
a una planta ornamental en maceta, de una manera mas regular. Por ejemplo, el acido p-ciclocitrico o una sal del
mismo se aplica a la planta cada dos meses, una vez al mes o una vez a la semana. Dicho tratamiento aumenta la
tolerancia a la sequia de la planta y también puede disminuir la necesidad de agua de la planta y/o aumentar la vida
util de la planta.

La aplicacion de acido B-ciclocitrico o una sal a plantas en maceta puede realizarse de cualquier manera
convencional, por ejemplo, pulverizacion foliar, inundacién de la planta y/o riego del sustrato de la planta. Por
motivos de ilustracién Unicamente, la planta puede tratarse con una solucién acuosa que comprende acido B-
ciclocitrico o una sal del mismo por pulverizacion foliar. En otra realizacion, el acido p-ciclocitrico o una sal del
mismo puede afiadirse al sustrato de la planta, por ejemplo, rengando o mezclando el sustrato de la planta con una
composicidén que contiene acido B-ciclocitrico.

En otro aspecto, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede usarse para aumentar la tolerancia a la sequia y/o
la vida (til de los ramos y otras plantas cortadas, por ejemplo, flores cortadas. Por ejemplo, el acido B-ciclocitrico o
una sal del mismo puede aplicarse directamente a la planta antes del corte. En una realizacién alternativa o
adicional, el acido B-ciclocitrico o una sal puede aplicarse a la planta cortada o al ramo. Tipicamente, el acido B-
ciclocitrico puede aplicarse a la planta cortada por pulverizacién o inmersién. El acido B-ciclocitrico o una sal del
mismo también puede afiadirse en un sustrato en que se coge la planta cortada o en que se dispone la planta
cortada. Como alternativa, el acido B-ciclocitrico puede estar presente en una solucién acuosa, en donde el tallo
cortado de la planta se inserta.

En todos los usos de acuerdo con la invencion, el acido B-ciclocitrico o una sal puede aplicarse como una
composicion liquida, preferiblemente como una composicion acuosa, a la planta (por ejemplo, al cultivo, la planta en
maceta, la planta a trasplantar o la planta cortada). La composicion liquida puede comprender de 0,001 mM a 100
mM, por ejemplo, de 0,01 mM a 50 mM o de 0,05 mM a 10 mM, tal como de 0,1 mM a 5,0 mM, de acido B-
ciclocitrico o una sal del mismo. El pH de la composicién acuosa puede serde 3 a 9.

Como se menciona anteriormente, el acido B-ciclocitrico o sal del mismo puede disolverse o dispersarse en agua,
que entonces se aplica a la planta por pulverizacién o por riego. Como alternativa, el acido B-ciclocitrico puede
formularse en una composicion fitofarmacéutica, antes del tratamiento de la planta. Por consiguiente, en un aspecto
adicional, la presente invencién se refiere a una composicion fitofarmacéutica que comprende acido B-ciclocitrico o
una sal del mismo. Huelga decir que el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo esta presente como un ingrediente
activo, preferiblemente como un agente activo para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta.

Preferiblemente, la composicion fitofarmacéutica es adecuada para proporcionar al menos uno de los siguientes
efectos en una planta:

- mejorar la tolerancia a la sequia en una planta,

- evitar uno o varios efectos de la sequia en una planta,

- mejorar la vida util de una planta, en particular una planta cortada,

- mejorar la tolerancia al choque por trasplante en una planta, y/o

- promover la recuperacion de una planta expuesta a sobrecarga por sequia y/o choque por trasplante.

La composicién fitofarmacéutica puede ser de cualquier tipo. La composicién fitofarmacéutica puede ser, sin
limitacion, una composicién acuosa o hidroalcohdlica, una pasta, un gel, en particular un hidrogel, un pegamento,
una emulsién, por ejemplo, una emulsién de agua en aceite, una emulsién de aceite en agua, una microemulsién,
una emulsién multiple, una dispersién liquida, una dispersién coloidal, un polvo, en particular un polvo
espolvoreables, un granulo, un granulado, un comprimido dispersable en agua, un polvo soluble en agua y un
aerosol.

La composicion fitofarmacéutica puede ser una composicion lista para usar, concretamente una composicion que
puede aplicarse directamente a las plantas, por ejemplo, con un dispositivo de pulverizacion o espolvoreo. Como
alternativa, la composicion fitofarmacéutica puede ser una composicion concentrada, concretamente una
composicion que tiene que diluirse, dispersarse o disolverse en un disolvente apropiado, por ejemplo, en una
solucién acuosa, antes de la aplicacion al cultivo. Con propositos ilustrativos Unicamente, la composicién
fitofarmacéutica de la invencién esta en forma de un polvo o un comprimido que se disuelve o dispersa en agua
antes de pulverizacion foliar. Como ejemplo adicional, la composicién fitofarmacéutica de la invencién es un
concentrado liquido que se diluye en agua, por ejemplo, hasta una concentracién de un 1 % a un 20 % v/v antes de
la aplicacién a la planta. La composicion fitofarmacéutica puede comprender uno o varios excipientes. Tipicamente,
la composicion fitofarmacéutica puede comprender de un 0,001 % a un 95 %, preferiblemente de un 0,01 % a un

50 % en peso de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo y de un 5 % a un 99,999 % en peso, preferiblemente de un
50 % a un 99,99 % en peso de uno o varios excipientes, en comparacién con el peso total de la composicién
fitofarmacéutica. Huelga decir que el uno o varios excipientes se seleccionan preferiblemente de excipientes
fitofarmacéuticos. Como se usa en este documento "un excipiente fitofarmacéutico” se refiere a un excipiente que no
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presenta toxicidad significativa con respecto al entorno (concretamente la flora y la fauna) y los seres humanos, a
sus dosificaciones tipicas de uso.

Los excipientes fitofarmacéuticos son bien conocidos por los expertos en la materia, y abarcan, sin limitacién,
vehiculos, en particular disolventes tales como agua y alcohol inferior, aceites minerales o aceites vegetales,
diluyentes, tensioactivos, en particular tensioactivos catiénicos, anféteros o no ibnicos, agentes humectantes,
emulsionantes, agentes espumantes, agentes antiespumantes, dispersantes, espesantes, adhesivos, agentes
gelificantes, agentes de encapsulacién, conservantes, estabilizantes, pigmentos, ceras, latex, goma, modificadores
del pH y combinaciones de los mismos.

La composicion fitofarmacéutica de la invencién comprende (i} acido B-ciclocitrico o una sal del mismo como
ingrediente activo y (ii) al menos un excipiente seleccionado de modificadores del pH, agentes humectantes y
combinaciones de los mismos.

También se describe una composicion fitofarmacéutica que comprende al menos un excipiente seleccionado de un
tensioactivo, un espesante y un vehiculo.

De acuerdo con la invencion, debe entenderse que el término "vehiculo" significa una sustancia natural o sintética,
organica o inorganica que se mezcla o combina con el agente activo para una mejor aplicabilidad a las plantas. El
vehiculo puede ser s6lido o liquido, en general es inerte y debe ser adecuado para su uso en agricultura. Vehiculos
sélidos o liquidos adecuados incluyen, por ejemplo, sales de amonio y minerales molidos naturales, tales como
caolinas, arcillas, talco, cuarzo, atapulgita, montmorilonita o tierra diatomacea, y minerales sintéticos molidos, tales
como silice finamente dividida, alimina y silicatos naturales o sintéticos, resinas, ceras, fertilizantes sélidos, agua,
alcoholes, especialmente butanol, disolventes organicos, aceites minerales y aceites vegetales, y también derivados
de los mismos. También es posible usar mezclas de dichos vehiculos. El vehiculo puede representar de un 40 % a
un 99,999 % en peso del peso total de la composicion.

El tensioactivo puede ser un agente emulsionante, un agente dispersante o un agente humectante. El tensioactivo
puede ser catidnico, aniénico, anfétero o no iénico. Como ejemplos de tensioactivos, se pueden citar acidos grasos,
fosfolipidos tales como lecitinas, sorbitano etoxilado esterificado con acidos grasos tales como polisorbatos, por
ejemplo, monolaurato de polioxietilen (20} sorbitano 0 monopalmitato de polioxietilen (20) sorbitano, sales de
poli(acido acrilico), sales de acido lignosulfénico, sales de acido fenolsulfénico o naftalenosulfénico, policondensados
de 6xido de etileno con alcoholes grasos o con acidos grasos o con aminas grasas, fenoles sustituidos (en particular
alquilfenoles o arilfenoles), sales de ésteres de acido sulfosuccinico, derivados de taurina (en particular tauratos de
alquilo), ésteres fosféricos de alcoholes polioxietilados o fenoles, ésteres de acido graso de polioles, y derivados de
los compuestos anteriores que contienen funciones sulfato, sulfonato y fosfato. El tensioactivo puede representar de
un 0,05 % a un 40 % en peso de la composicion.

Los agentes espesantes incluyen, sin limitacién, hidrato de alimina, hidréxido de magnesio, arcillas de bentonita y
silice coloidal, almidones, por ejemplo, almidén de maiz, gomas vegetales, por ejemplo, goma arabiga, goma
xantana y goma de tragacanto, derivados de almidén, alginatos, carragenatos, éteres de celulosa tales como metil
celulosa, metil hidroxietil celulosa, hidroxietil celulosa e hidroxipropil metilcelulosas, poli(alcohol vinilico), poli(acido
acrilico) y mezclas de los mismos. El agente espesante puede representar de un 0,05 % a un 50 % en peso de la
composicion.

También se describe una composicion fitofarmacéutica que comprende al menos un tensioactivo y/o al menos un
vehiculo. Por ejemplo, la composicién fitofarmacéutica puede comprender:

- de un 0,001 % a un 50 % de acido B-ciclocitrico o una sal del mismo,
- de un 50 % a un 99,999 % de un vehiculo, y
- opcionalmente de un 0,05 % a un 20 % de un tensioactivo,

expresandose los porcentajes en peso en comparacion con el peso total de la composicion fitofarmacéutica.

En algunas realizaciones, el acido p-ciclocitrico o una sal del mismo es el Unico agente activo presente en la
composicién fitofarmacéutica. En algunas otras realizaciones, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se usa en
combinacion con al menos un ingrediente activo fitofarmacéutico adicional. Por consiguiente, la composicién
fitofarmacéutica, por tanto, puede comprender al menos un ingrediente activo fitofarmacéutico adicional. dichos
ingredientes activos adicionales pueden seleccionarse de fitohormonas, herbicidas, fungicidas, plaguicidas,
fertilizantes, estimulantes, reguladores del crecimiento de las plantas y combinaciones de los mismos. El ingrediente
activo adicional puede representar de un 0,01 % a un 20 % en peso de la composicién fitofarmacéutica.

En algunas realizaciones particulares, la composicion fitofarmacéutica esta desprovista de cualquier regulador del
crecimiento de las plantas.

La composicion fitofarmacéutica de la invencién puede prepararse por cualquier método convencional. Tipicamente,
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el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se mezcla con uno varios excipientes y opcionalmente con el ingrediente
activo adicional, para obtener la composicién fitofarmacéutica.

La invencién también se refiere a un método para tratar una planta, que comprende aplicar acido B-ciclocitrico o una
sal del mismo a la planta. El método de la invencién es para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta.

También se describe un método para

- evitar uno o varios efectos de la sequia en plantas,

- mejorar la vida Gtil de una planta, en particular una planta cortada, frutos u hortalizas cosechadas,

- mejorar la tolerancia al choque por trasplante en una planta, y/o

- promover la recuperacién de una planta expuesta a sobrecarga por sequia y/o choque por trasplante.

El &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica en una cantidad eficaz a la planta. Una cantidad eficaz se refiere
a una cantidad que posibilita conseguir uno o varios aspectos anteriores, por ejemplo, la mejora de la tolerancia a la
sequia en la planta. Como se menciona anteriormente, la "cantidad eficaz" a aplicar, el nUmero de aplicaciones y la
duracion del tratamiento pueden variar dependiendo de la planta a tratar, la sobrecarga esperada por sequia, la
situacion de la planta, las condiciones ambientales y el efecto a conseguir.

Los métodos de la invencion pueden implementarse como se detalla completamente anteriormente para los usos de
la invencién. Por ejemplo, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse a la planta por cualquier medio
convencional tal como pulverizacién, inundacién, inmersién o nebulizacion, o afiadirse al agua de riego.

Se describe que el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede disolverse en agua y después aplicarse por riego o
pulverizacion a la planta.

De acuerdo con la invencion, el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se formula en una composicién
fitofarmacéutica que se aplica a la planta, opcionalmente después de dilucién, disolucién o suspensién en un
disolvente apropiado tal como agua. El acido B-ciclocitrico o una sal del mismo puede aplicarse una vez o mas de
una vez a la planta, como se describe anteriormente.

El método de la invencién comprende las etapas de:

- proporcionar una composicién fitofarmacéutica que comprende acido B-ciclocitrico o una sal del mismo, y al menos
un excipiente fitofarmacéuticamente aceptable seleccionado de modificadores del pH, agentes humectantes y
combinaciones de los mismos, como se describe anteriormente, y

- aplicar dicha composicion fitofarmacéutica a la planta.

El método comprende ademads una etapa de poner en contacto la planta con una sobrecarga por sequia. Esta etapa
se realiza antes, simultaneamente o después de administrar el &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo a la planta.
La sobrecarga por sequia puede ser una cualquiera como se define anteriormente en este documento.

Aspecto y ventajas adicionales de la presente invencion se divulgan en la siguiente seccién experimental, que debe
considerarse ilustrativa y no limitante del alcance de la presente solicitud.

Ejemplos

Ejemplo 1

1. Material y método

 Mediciones por GC/MS

Las mediciones por GC/MS de B-ciclocitral y acido B-ciclocitrico se realizaron como se describe previamente (Ramel
et al., 2012, Proceedings National Academy of Sciences USA 109, 5535-5540). La fraccién lipidica se extrajo de las
muestras (aproximadamente 500 mg de tejidos vegetales) en 4 ml de éter terc-butil metilico (TBME) mas 1 ml de HCI
1 mM, que contenia 4-nonanol como referencia interna (10 pg). Después de centrifugacién, el sobrenadante se
recogio, se evaporo y se analizdé por GC-MS. Se cuantificéd p-ciclocitral y acido B-ciclocitrico en el ion mas probable
(m/z 137 y 153 respectivamente) en analisis SIM.

» Crecimiento de las plantas y tratamiento de sobrecarga

Se cultivaron lineas de Arabidopsis thaliana silvestres (WT, ecotipo Col 0) y mutantes ost2-2 durante 5 semanas en
condiciones de dia corto (8 h/16 h, dia/noche) en una densidad de flujo de fotones (PFD) moderada de ~150 pumol

de fotones m2 s-', temperatura controlada (20 °C/18 °C, dia/noche) y una humedad relativa del aire de un 65 %. La
sobrecarga por sequia se aplicé deteniendo el riego después del tratamiento con 25 ml de agua o con 25 ml de agua
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que contenia B-ccA 1,5 mM por maceta.

Se compraron plantas de pimiento y se aclimataron al entorno de verano durante 1 semana. La sobrecarga por
sequia se aplicé deteniendo el riego después del tratamiento con 500 ml de agua o de 500 ml de agua que contenia
B-ccA 0,15 mM por maceta.

Se realizé una experiencia similar con plantas de tomate.

Se compraron plantas de pensamientos (Viola tricolor) en el mercado local y se aclimataron al entorno de
invernadero durante 1 semana. La sobrecarga por sequia se aplicé deteniendo el riego después de pretratamiento
con 300 ml de agua (control} o 300 ml de agua que contenia B-CCA 0,15 mM por maceta (planta pretratada con B-
ccA). Después de 7 dias de retirada del agua, las plantas se volvieron a regar.

Se tomaron imagenes de las plantas 7 dias después de detener el riego (figura 7A) y después de una semana de
volver a regar (figura 7B). Se cont6 el numero de flores para cada planta.

* Mediciones de la conductancia de los estomas

La conductancia de los estomas se analizé durante la sobrecarga por sequia en al menos dos hojas por planta en
seis plantas por condicion, usando un porémetro difusor AP4 (Delta-T Devices, Cambridge, Reino Unido). Se
tomaron dos lecturas por hoja y se promediaron. Se hicieron mediciones entre 1y 2 horas después de iluminacién,
en la superficial foliar abaxial.

» Contenido relativo de agua (RWC)

Se cortaron 6 discos foliares por condicion de hojas de plantas tratadas o no tratadas y se pesaron (FW). Para medir
el peso turgente (TW), las muestras se sumergieron con agua bidestilada y se dejaron a 4 °C durante 16 horas. El
peso seco (DW) se midié después de 16 h a 70 °C en un horno ventilado. EIl RWC se midi6 siguiendo la formula
(TW-FW)/(TW-DW).

+ Filtracién de iones

Se cortaron 6 hojas por condicién de plantas tratadas o no tratadas y se pesaron (FW), y se colocaron en 25 ml de
agua bidestilada. La conductividad de la solucién se midié después de 2 h de agitacién suave y después de hervir
las muestras usando un conductimetro DIST-5 Hanna. Los valores se normalizaron al FW (valor) y los valores
después de ebullicion se presentan como el max.

2. Resultados

B-CCA es soluble en agua. La adicion de B-CCA al agua de riego dio lugar a una acumulacion significativa de p-CCA
en las hojas de plantas de Arabidopsis thaliana a lo largo del tiempo (figura 1A). No se observé aumento significativo
en el nivel de B-ciclocitral en hojas de plantas de Arabidopsis thaliana regadas con solucién de B-CCA (figura 1B).
Dicho resultado indica que B-CCA aplicado de forma exdgena se capto por las raices y se transporto a las hojas. Los
autores de la invencién también mostraron que B-CCA puede entrar en tejidos foliares y acumulares cuando se
aplica directamente sobre las hojas (figura 1C). Por tanto, se aplicara a través de las raices o directamente a las
hojas, el B-CCA se acumuld en las hojas sin ningln cambio en el contenido de B-ciclocitral.

Después de regar plantas de Arabidopsis con agua que contenia p-CCA (grupo B-CCA) o con agua desprovista de
B-CCA al mismo pH (grupo de control), se indujo escasez de agua retirando el riego. Después de 7 dias de
eliminacion del agua, las plantas de control mostraron sintomas claros de sobrecarga y deshidratacion (figura 2A).
Estos sintomas se atenuaron fuertemente en plantas pretratadas con B-CCA (figura 2A). Después del periodo de
sobrecarga por sequia, las plantas se volvieron a regar con agua corriente (sin -CCA). Las plantas de control no se
recuperaron y murieron. En contraste, las plantas que se habian pretratado con B-CCA antes de la sobrecarga por
sequia se recuperaron y estaban completamente turgentes (figura 2B). El pretratamiento con p-CCA también
aumento la resistencia a la sequia en otras especies de plantas tales como pimiento (figura 4). Se obtuvo un
resultado similar para plantas de tomate (datos no mostrados). El B-CCA también fue eficaz para proteger las
plantas el floracién contra la sobrecarga por sequia. Como se ilustra en la figura 7, las plantas de pensamientos
pretratadas con B-CCA mostraron menos sintomas de sequia que las plantas no tratadas después de una semana
de retirada del agua (figura 7A). Ademas, la planta de pensamientos pretratada con 8-CCA tuvo una mejor
recuperacion después de volver a regarla y mostro significativamente mas flores que la planta de control (de
promedio, 47 + 6 flores frente a 23 * 1 flores).

Los autores de la invencién mostraron que la funcién protectora de B-CCA contra la sobrecarga por sequia no
dependia simplemente del cierre de los estomas. No se indujo cierre de los estomas antes de la sobrecarga por
sequia por tratamiento con B-CCA. La figura 2C y la figura 3A mostraron que no hubo diferencia significativa en la
conductancia de los estomas entre las plantas de control y las plantas tratadas con -CCA en el dia 0
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(concretamente justo antes de la sobrecarga por sequia). Ademas, el cierre de los estomas durante la sobrecarga
por sequia fue similar en plantas tratadas con B-CCA y de control (figuras 2C, 3A}. De forma notable, el contenido de
agua en plantas pretratadas con B-CCA fue significativamente mayor que en las plantas de control, lo que demuestra
que B-CCA posibilita evitar la pérdida de agua en las plantas durante sobrecarga por sequia (figura 3C).

De forma importante, el efecto protector de B-CCA contra la sobrecarga por sequia también se observo en el
mutante ost2-2 de Arabidopsis (figura 5A). En el mutante ost2-2 de Arabidopsis, la respuesta de los estomas al acido
abscisico (ABA) esta alterada y los estomas se mantienen abiertos (Merlot et al. 2007, EMBO J. 26, 3216). Como se
esperaba, la tasa de transpiracion esta fuertemente aumentada en o0st2-2 en comparacién con la planta silvestre
(figura 6A), haciendo que este mutante sea muy sensible a la sobrecarga por sequia. El pretratamiento del mutante
0st2-2 de Arabidopsis con B-CCA aumento significativamente su resistencia a la sobrecarga por sequia, en
comparacién con el mutante ost2-2 de Arabidopsis de control que se traté con agua desprovista de B-CCA (figura
5A). El mutante ost2-2 de Arabidopsis pretratado con B-CCA se recuper6 completamente después de regarse y
qued6 turgente, mientras el mutante ost2-2 de Arabidopsis de control muri6. Una diferencia principal entre la planta
mutante de control y la tratada con B-CCA durante la sequia fue que las pérdidas de agua se redujeron
drasticamente en las plantas mutantes pretratadas con B-CCA en comparacion con las plantas mutantes no tratadas
(figura 6B). Por tanto, el tratamiento con B-CCA posibilita mantener un mayor contenido de agua en las hojas en
condiciones de sobrecarga por sequia, incluso en plantas en que esta anulada la respuesta de los estomas a ABA.

Los autores de la invencién también mostraron que la filtracién de iones en las hojas en sobrecarga por sequia se
redujo notablemente por tratamiento con B-CCA (figura 6C), lo que indica proteccion de las membranas celulares de
las hojas.

Conclusiones

B-CCA puede potenciar notablemente la tolerancia de las plantas a la sobrecarga por sequia. Esta molécula es
facilmente aplicable a plantas por riego del suelo con agua de riego que contiene B-CCA o pulverizando los brotes o
las hojas con solucién de B-CCA. El B-CCA puede usarse puro en agua o con aditivos.

Ejemplo 2

La exposicién a largo plazo de plantas de Arabidopsis a B-CCA no tuvo efecto sobre la tasa de crecimiento en
condiciones normales. Se regaron plantas de 10 dias de edad durante 30 dias con agua que contenia B-CCA para

proporcionar plantas con 6 mg de B-CCA por planta y por semana. Los resultados se muestran en la figura 8. El B-
CCA no tiene efecto sobre la tasa de crecimiento en ausencia de sobrecarga hidrica y no tiene toxicidad.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de acido B-ciclocitrico, o una sal del mismo para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta.

2. El uso de la reivindicacién 1, en donde el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo es para prevenir, retardar o
disminuir al menos un efecto de la sequia en la planta, seleccionandose dicho efecto del grupo que consiste en
disminucion en la expansién foliar, clorosis foliar, quemaduras foliares y necrosis, marchitamiento, detencién o
disminucion de la floracién, disminucion en el tamafio del fruto o el vegetal, disminucién en la produccién de frutos o
vegetales, disminucién en el tamafio de la planta, senescencia acelerada, muerte prematura de la planta, caida
prematura de las flores, caida prematura de las hojas y disminucién en la produccién de semillas.

3. El uso de la reivindicacién 1 o 2, en donde el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se usa ademas para mejorar
la recuperacion de la planta después de una sobrecarga por sequia, y/o para disminuir la necesidad de agua en la
planta.

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica
a la planta por pulverizacion, difusién, nebulizacién, inmersién, inundacién, espolvoreo, por inyeccién en la planta, o
por inyeccion en el sustrato de la planta.

5. El uso de la reivindicacién 4, en donde el &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica a la planta por
pulverizacién foliar o afiadiendo acido B-ciclocitrico o una sal en el agua de riego.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el &cido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica
a la planta antes de un acontecimiento seleccionado del grupo que consiste en sequia meteorologica, sequia
hidrolégica, retirada del riego, trasplante de la planta, traslado de la planta y distribucién de la planta.

7. El uso de la reivindicacion 6, en donde el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica una vez o varias veces
a la planta antes de dicho acontecimiento.

8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo se aplica
a la planta al menos una vez cada tres meses.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la plante es una planta en maceta tal como una
planta de interior o una planta de jardin.

10. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la planta es una planta de cultivo que crece en
campo, invernadero o campo cubierto, y seleccionada del grupo que consiste en Solanaceae, Apiaceae, arboles
frutales, Poaceaey Brassicaceae.

11. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el acido B-ciclocitrico o una sal del mismo esta
presente en una composicion fitofarmacéutica que esta en forma de una composicién acuosa o hidroalcohdlica, una
pasta, un gel, un pegamento, una emulsién, una microemulsién, una emulsién multiple, una dispersion liquida, una
dispersién coloidal, un polvo, un granulo, un granulado, un comprimido dispersable en agua, un polvo soluble en
agua y un aerosol.

12. Uso de acido B-ciclocitrico, o una sal del mismo, para aumentar la vida util de una planta cortada, por ejemplo,
flores cortadas.

13. Una composicién fitofarmacéutica para mejorar la tolerancia a la sequia en una planta, que comprende (i) acido
B-ciclocitrico o una sal del mismo como ingrediente activo y (i} al menos un excipiente fitofarmacéuticamente
aceptable seleccionado de modificadores del pH, agentes humectantes y combinaciones de los mismos.

14. La composicion fitofarmacéutica de la reivindicacion 13, que comprende un ingrediente activo adicional
seleccionado de fitohormonas, herbicidas, fungicidas, plaguicidas, fertilizantes, estimulantes, reguladores del
crecimiento de las plantas y combinaciones de 10s mismos.

15. Un método para mejorar la tolerancia de una planta a sobrecarga por sequia, que comprende

- proporcionar una composicion fitofarmacéutica que comprende acido B-ciclocitrico o una sal del mismo, y al menos
un excipiente fitofarmacéuticamente aceptable seleccionado de modificadores del pH, agentes humectantes y
combinaciones de los mismos, y

- aplicar dicha composicion fitofarmacéutica a la planta antes, simultaneamente o después de la exposicién de la
planta a una sobrecarga por sequia, seleccionandose dicha sobrecarga por sequia del grupo que consiste en sequia
meteoroldgica, sequia hidrolégica, escasez o eliminacion de riego, el trasplante de la planta, el traslado de la planta
y la distribucion de la planta.
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