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COMPOSICION DE FUNGICIDA NATURAL

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES DE PATENTE RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud de patente reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente en EE. UU.
No. 14/213,298, presentada el 14 de marzo de 2014, que reivindica el beneficio de la Solicitud de
Patente Provisional de EE. UU. No. 61/784,032, presentada el 14 de marzo de 2013.

CAMPO

[0002] Esta invencion se refiere a fungicidas naturales para cultivos comestibles y
ornamentales de la familia de las musaceas (Musaceae) y particularmente para cultivos de
banano y platano. También se cree que estos fungicidas naturales son Utiles en general como
fungicidas para plantas que crecen en ambientes calidos y hiumedos y que son vulnerables a

enfermedades flngicas.
ANTECEDENTES

[0003] El banano (Mussa spp) es uno de los productos de exportacion mas importantes en
Centroamérica y el resto del mundo. En el banano y otros cultivos relacionados, los hongos y las

bacterias pueden causar graves pérdidas.

[0004] Uno de los principales problemas fitopatolégicos que limitan la produccién de banano
en Centroamérica es la Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycospharella Fijiensis Morelet.
Esta enfermedad de la Sigatoka Negra produce un rapido deterioro de las hojas de las plantas,
afectando el crecimiento de las plantas al disminuir la capacidad fotosintética disminuyendo la

calidad del fruto.

[0005] La Sigatoka Negra es causada por el hongo Ascomiceto, Mycosphaerella Fijiensis, que
se produce sexual y asexualmente durante su ciclo de vida. La fase asexual ocurre al principio de la
enfermedad, en la que un nimero reducido de conidi6foros emerge de los estomas. La fase sexual
produce una gran cantidad de ascosporas, que son las responsables de la propagacion de la
enfermedad por el viento. Puede causar disminuciones significativas en el area foliar, pérdidas de la
produccién del 50% o mas y maduracion prematura, lo que resulta en pérdidas significativas de

cultivos.
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[0006] Actualmente, los fungicidas mas utilizados en el tratamiento de la Sigatoka Negra
son el ditiocarbamato y el clorotalonil. Estos productos sintéticos actian sobre la superficie de
las hojas para formar una capa para impedir la penetracion de hongos. También se utilizan

fungicidas sintéticos sistémicos como benzimidazoles y triazoles.

[0007] Es muy deseable utilizar fungicidas naturales cuando sea posible para controlar el
crecimiento de hongos en las plantas, ya que los fungicidas naturales son més respetuosos con
el medio ambiente que los fungicidas quimicos sintéticos convencionales y son los preferidos
tanto por los agricultores como por los consumidores. Dado que las plantaciones cultivadas en
ambientes tropicales calidos y humedos estan particularmente sujetas al crecimiento de hongos,
requieren la aplicacion de cantidades sustanciales de fungicidas, lo que hace que el uso de

fungicidas naturales sea ain més deseable por motivos ambientales.

[0008] Si bien en el pasado se han utilizado especias y hierbas para inhibir bacterias, asi
como levaduras y moho en los cultivos, hasta ahora no se ha descubierto ni divulgado ninguna
composicion natural que sea tan eficaz como los productos quimicos sintéticos convencionales
para controlar el crecimiento de hongos en cultivos comestibles y ornamentales de la familia
de los Muséaceos (Musaceae), o en general en plantas que se desarrollan en ambientes célidos y
humedos que son vulnerables a enfermedades fungicas. Por lo tanto, si se pudieran encontrar
fungicidas naturales que sean tan efectivos como los quimicos convencionales para controlar
el crecimiento de hongos en cultivos comestibles y ornamentales de la familia de los Musaceos
0, en general, en plantas que crecen en ambientes calidos y himedos que son vulnerables a

enfermedades flngicas, esto generaria importantes ventajas ambientales y de seguridad.
RESUMEN

[0009] Las materializaciones del modelo comprenden una composicion que contiene
aceites esenciales de especias y extractos dispersos en oleina de palma (o0 menos
preferiblemente en otros aceites vegetales), que contienen Antioxidantes que previenen la
rancidez, y convenientemente también incluyen un emulsionante para mantener el producto
estable en almacenamiento y para ayudar en la dispersion cuando es diluido con agua antes

de la aplicacion.
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[0010] Las materializaciones del modelo del fungicida natural puede contener los siguientes
componentes:

Aceite de ajo obtenido preferiblemente por destilacion al vapor de bulbos de

ajo Allium Sativum L.

- Aceite de romero obtenido por destilacion al vapor de hojas de romero,
Rosmarinus Officinalis L.

- Aceite de tomillo extraido del tomillo, Thymus Vulgaris.

- Aceite de canela destilado de la corteza de Cinnamomum Zeylanicum.

- Una mezcla de hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA)
como antioxidante. Se pueden usar otros antioxidantes apropiados.

- Polisorbato como emulsionante. Se pueden usar otros emulsionantes apropiados

tales como alginato de propilenglicol.

- Goma xantana como agente de suspension y como emulsionante

[0011] Concentracion (% en peso) en las materializaciones del modelo en cuanto a la

composicion de fungicidas naturales (antes de la dilucion para la aplicacion):

- oleina de palma: alrededor del 50.0-80.0%

- emulsionante: alrededor del 10.0-40.0%

- aceite de ajo: alrededor del 2.0-5.0%

- aceite de romero: alrededor del 0.5-2.5%

- aceite de tomillo: alrededor del 0.5-2.5%

- aceite de canela: alrededor del 0.5-2.5%

- goma Xantana: menos de aproximadamente 1%
- mezcla de alrededor de 0-0.5%.

antioxidantes:
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[0012] Ingredientes opcionales:
- aceite de menta verde y/o aceite de menta piperita a un nivel en peso de

aproximadamente 0.5% a aproximadamente 3% y preferiblemente de
aproximadamente 1.0% a aproximadamente 2.5% en peso para dar a la
composicion un olor agradable. Quizas lo mas importante es que también se cree
que la adicion de aceites de menta verde y/o menta piperita a la composicién
fungicida permite utilizarse para tratar cultivos comestibles y ornamentales de la
familia de los Musaceos para brindar asi una proteccién significativa contra otros
hongos, como la Phytophthora.

- Aceite mineral en un nivel adecuado para actuar como agente fungistatico.

- Lecitina de soya a un nivel de aproximadamente 1.5% en peso a
aproximadamente 3% en peso y preferiblemente alrededor del 2.5% en peso para
mejorar la adherencia del fungicida natural a la superficie de la planta, para
permitir que el fungicida resista con éxito ser arrastrado por el agua de la lluvia o
el riego que llega a las hojas de banano y otras partes de la planta de banano

tratadas con fungicida.

DESCRIPCION DETALLADA

[0013] Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente las realizaciones del modelo de la
invencion, pero no deben interpretarse como limitantes de su alcance.

Primeras Pruebas de Campo

[0014] Generalmente, la aplicacion comercial de las realizaciones del fungicida natural sera
mediante pulverizacion aérea utilizando aviones o helicopteros. Por lo tanto, en este ejemplo,
se aplicé una composicién de fungicida natural de acuerdo con las realizaciones en un campo
por nebulizacién, simulando una aplicacién aérea. El fungicida natural utilizado en este
ejemplo estaba inicialmente en forma de una composicién que contenia lo siguiente, en

porcentajes en peso:
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oleina de palma: 74.500
emulsionante: 20.000
aceite de ajo: 2.000
aceite de romero: 0.500
aceite de tomillo: 0.500
aceite de canela: 0.500
goma xantana: 0.500

mezcla de antioxidantes: 0.250

aceite de menta verde: 1.250

[0015] Se utilizaron rociadores hidraulicos para mezclar el fungicida natural concentrado
con agua y aceite mineral, y asi formar gotitas acuosas que se rocian sobre la superficie de la
hoja. El fungicida se diluy6 en agua y aceite mineral para obtener las diferentes concentraciones
antes de la aspersion para liberar de 2 a 4 litros de la composicion fungicida natural por hectéarea

de plantacién de banano.

[0016] Después de diferentes pruebas, se encontré que el nivel de aplicacion 6ptimo fue de 4
litros por hectarea con aproximadamente 32 aplicaciones por afio. Actualmente se cree que el
nivel de aplicacién por hectarea basado en principios activos deberia ser de aproximadamente 2
a 5 litros (1.8 a 9 kg) del fungicida natural y aproximadamente 2 a 7 litros de aceite mineral por
hectarea. Los resultados se pueden optimizar mediante una accién sinérgica con tratamientos

sistémicos y modificaciones a las rutinas estandar de fertilizacién del suelo.

[0017] En este ejemplo, la aplicacion de 2 a 4 litros de la composicion fungicida natural por
hectarea de plantacion de banano o 3.7 kg de la composicion fungicida natural por hectarea
previno sustancialmente la formacion de tubos germinativos de Sigatoka Negra (es decir, dafio
foliar segun la escala Stover). Es probable que el nimero total de aplicaciones necesarias varie
dependiendo de las condiciones climaticas (cantidad de lluvia, temperatura, etc.), durante la
etapa de crecimiento de la fruta.

Resultados de la Primera Prueba de Campo

[0018] Los resultados fungicidas se obtuvieron midiendo el dafio foliar segln la escala de
severidad de dafio foliar de Stover, modificada por Gauhl, en una escala de 0 a 6 obtenida
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aplicando las siguientes composiciones en una plantacion de banano experimental durante un
periodo de 15 semanas:

- Aplicacién de la composicion fungicida natural como se describié anteriormente.

Aplicacion de un fungicida quimico sintético reconocido.

Aplicacion de aceite mineral.

No se aplicé ningun tratamiento.

[0019] A una concentracion de 4 litros/hectarea, la composicion fungicida natural produjo
resultados contra el hongo Sigatoka Negra acordes con los resultados obtenidos con un
fungicida guimico sintético reconocido, complejo de etilen-bis-(ditiocarbamato) (polimérico)
de manganeso con sal de zinc en una cantidad de 60,00 % m/v y 67,00 % m/v (Dithane®
60SC), que esta disponible en Dow Agrosciences (el nombre genérico del ingrediente activo es

mancozeb).

[0020] Los resultados del aceite mineral Unicamente fueron sustancialmente inferiores a los
obtenidos con el fungicida natural. Cuando no se aplicé ningun tratamiento, el nivel de dafio

foliar fue aun peor.

[0021] Por tanto, los resultados indican que la composicion natural experimental actua
como fungicida protector con la misma eficacia que los fungicidas quimicos
convencionales.

Segundas Pruebas de Campo

[0022] Se realizaron ensayos de campo adicionales para evaluar la actividad fungicida in

vitro de 14 realizaciones de la composicion en el tratamiento de Mycosphaerella Fijiensis.

[0023] Se prepararon medios de cultivo que comprendian agua de agar al 2% (Difco®
Bacto® Agar, los cuales corresponden a agar genérico) y 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000
mg/L de la sustancia activa en una placa de Petri para cada composicion. Se us6 como control
un medio de cultivo separado sin ninguna sustancia activa. Para los fungicidas comparativos F-
11-01 a F-11-12 enumerados en la Tabla 1 a continuacion, la sustancia activa fue la misma que
la composicion en su conjunto.

Tabla 1

Fungicida Comparativo Sustancia Activa/Composicion
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F-11-01 Aceite de palma

F-11-02 Aceite de ajo

F-11-03 Aceite de romero

F-11-04 Aceite de tomillo

F-11-05 Aceite de canela

F-11-06 Extracto de menta verde
F-11-07 Aceite de menta piperita
F-11-08 Antioxidante (BHA-BHT)
F-11-09 Polisorbato 80

F-11-10 Lecitina de soya

F-11-11 Alginato de propilenglicol
F-11-12 Aceite de menta

[0024] Para los fungicidas de muestra F-11-13 y F-11-14, la sustancia activa tenia la
composicion que se muestra en la Tabla 2 a continuacion. La muestra de fungicida F-11-13 se
prepar6 en el momento en que se realizaron las segundas pruebas de campo, pero la muestra de
fungicida F-11-14 se prepar6 aproximadamente un afio antes de que se realizaran las segundas
pruebas de campo y se mantuvieron en almacenamiento hasta que las segundas pruebas de

campo fueron emprendidas.

Tabla 2
Formula Inventiva peso%o
Aceite de palma 59.125
Oleorresina de ajo 2.000
Aceite de romero 0.500
Aceite de tomillo 0.500
Aceite de canela 0.500

Extracto de menta verde 1.250
antioxidantes (BHA-BHT) 0.250

Polisorbato 80 32.000
Lecitina de soya 2.500
Alginato de propilenglicol 0.125
Aceite de menta 1.250
100.000

[0025] En cada placa de Petri se liberaron ascosporas de Mycosphaerella Fijiensis obtenidas
de una plantacion de banano que no habia sido tratada con ningun fungicida. Después de liberar
las ascosporas de Mycosphaerella Fijiensis, cada muestra se incubé durante 48 horas a 26 °C en
completa oscuridad. Después de 48 horas de incubacion, se midié la longitud de 100 ascosporas

germinadas en cada concentracion.

[0026] Después de recolectar los datos, se calculé la longitud promedio de las

ascosporas germinadas para cada concentracion. El porcentaje de inhibicion promedio se
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calculé para cada muestra de fungicida en cada concentracion utilizando la siguiente
formula:

Lcontrol - Lmuestra ‘I X 100%

Lcontrol

% de inhibicion



Expediente Legal N0.204417-4227-US02

Donde:
Lcontrol = longitud media de las ascosporas germinadas de la muestra de control
Lmuestra = longitud promedio de ascosporas germinadas del fungicida de muestra.
[0027] Se usé el porcentaje de inhibicion promedio para calcular la CEsp para cada muestra de
fungicida. ECso es la mitad de la concentracion efectiva maxima, que se refiere a la concentracion
de fungicida de muestra que induce una respuesta a medio camino entre la linea base y el maximo
después de un tiempo de exposicion especifico.

Resultados de la Sequnda Prueba de Campo

[0028] Los resultados para cada fungicida de muestra se resumen en la Tabla 3 a continuacion.
Es deseable un valor de CEso mas bajo porque indica que el fungicida de muestra pudo lograr un
50% de inhibicion usando una concentracion mas baja del ingrediente activo en comparacién con

los fungicidas de muestra con valores de ECso mas altos.
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1

Tabla 3
Fungicidas Concentracion |% Inhibicion |Log. Natural ECso R? Valor
(mg/L)
Fungicida Comparativo F-11-01/0.001 -5.06 7.27 >1000 0.78
(Aceite de palma) 0.01 10.6
0.1 26.51
1 37.59
10 38.67
100 43.49
1000 36.99
Fungicida Comparativo F-11-02/0.001 -9.64 1.2 3.33 0.75
(Aceite de ajo) 0.01 -10.48
0.1 -1.45
1 -12.77
10 99.28
100 100
1000 100
-ungicida Comparativo F-11-02/0.001 21.69 1.92 6.81 0.55
(Aceite de romero) 0.01 33.37
0.1 31.57
1 38.55
10 29.04
100 43.25
1000 100
Fungicida Comparativo F-11-04/0.001 9.64 4.84 127.6 0.51
(Aceite de tomillo) 0.01 -88
0.1 2.05
1 -9.4
10 -8.92
100 58.07
1000 100
Fungicida Comparativo F-11-05 0.001 18.43 1.15 3.18 0.75




Expediente Legal N0.204417-4227-US02

Fungicidas Concentracién | % Inhibicién | Log. Natural ECso R2Valor
(mg/L)
(Aceite de canela) 0.01 5.06
0.1 7.35
1 23.73
10 37.11
100 100
1000 100
Fungicida Comparativo F-11-06(0.001 -10.94 3.71 41.06 0.74
(Aceite de menta verde) 0.01 9.33
0.1 18.35
1 16.42
10 17.27
100 40.56
1000 100
Fungicida Comparativo F-11-07(0.001 -8.48 3.73 4159 (0.8
(Aceite de menta piperita) 0.01 -16.85
0.1 -2.47
1 -4.83
10 21.14
100 58.91
1000 100
Fungicida Comparativo F-11-08(0.001 1.61 3.15 23.32 0.77
(Antioxidante (BHA-BHT)) 0.01 32.4
0.1 5.58
1 18.24
10 48.93
100 56.33
1000 77.68
Fungicida Comparativo F-11-09(0.001 37.98 10.45 >1000 0.11
(Polisorbato 80) 0.01 42.6
0.1 11.91
1 31.87
10 52.04
100 46.24
1000
Fungicida Comparativo F-11-10(0.001 ND ND ND ND
(Lecitina de soya) 001
(DN: La Lecitina de soya no| g1
pudo disolverse en ninguno de
los tres solventes evaluados:
agua, acetona y metanol.) 10
100
1000
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Fungicidas Concentracion |% Inhibicién | Log. Natural ECsxo R2Valor
(mg/L)
Fungicida Comparativo F-11-11/0.001 39.06 5.57 1.13 0.12
(Alginato de propilenglicol)  [501 34.44
0.1 35.84
1 30.58
10 -1.5
100 32.3
1000 97.85
Fungicida Comparativo F-11-12(0.001 -4.819 138.54 >1000 |0.1
(Aceite de soya) 0.01 -6.627
0.1 4.217
1 7.952
10 2.892
100 4.096
1000 -3.855
Fungicida de muestra F-11-13]0.001 5.36 1.85 6.37 0.85
(producido para ensayos) 0.01 8.69
0.1 19.42
1 27.25
10 29.72
100 75.21
1000 99.03
Fungicida de muestra F-11-14{0.001 37.88 -0.46 0.62 0.52
(producido mas de 1 afio antesjy g1 47 42
de los ensayos) 01 426
1 46.57
10 47.42
100 47.64
1000 88.41

[0029] Los Fungicidas con mayor actividad fueron: F-11-14 (la formula envejecida, ECso =
0.62 mg/L), F-11-11 (Alginato de propilenglicol, ECso = 1.13 mg/L), F-11-05 (Aceite de canela,
ECso = 3.18 mg/L), y F-11-02 (Aceite de ajo, ECso = 3.3 mg/L). Fungicidas F-11-01 (Aceite de
palma), F-11-09 (Polisorbato 80), y F-11-12 (Lecitina de soya) cada uno obtuvo ECso > 1.000
mg/L, lo que significa que ninguna de estas muestras pudo alcanzar el 50% de inhibicion en la

concentracion mas alta (1.000 mg/L) evaluada.
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[0030] La concentracion inhibidora mas baja, es decir, la concentracion minima que logra la
inhibicidn total (100%) de las ascosporas germinadas fue de 100 mg/L para F-11-02 (Aceite de
ajo) y F-11-05 (Aceite de canela) y 1,000 mg/L para F-11-03 (Aceite de romero), F-11-04
(Aceite de tomillo), F- 11-06 (Extracto de menta verde), y F-11-07 (Aceite de menta). No se
pudo determinar la concentracién inhibidora méas baja para el resto de fungicidas de la muestra

porque ninguno logré inhibicion total en las concentraciones evaluadas.

[0031] La CEso para el fungicida de muestra F-11-13 fue de 6.4 ppm. La Tabla 4 a
continuacion muestra la cantidad de cada componente de fungicida de muestra F-11-13 a

una concentracion total de 6.4 ppm.

Tabla 4

F-11-13 peso%o ppm
Aceite de palma 59.125 3.784
Oleorresina de ajo 2.000 0.128
Aceite de romero 0.500 0.032
Aceite de tomillo 0.500 0.032
Aceite de canela 0.500 0.032
Extracto de menta verde 1.250 0.080
antioxidante (BHA-BHT)  0.250 0.016
Polisorbato 80 32.000 2.048
Lecitina de soya 2.500 0.160
Alginato de propilenglicol 0.125 0.008
Aceite de menta 1.250 0.080

100.000 6.400

[0032] El inesperado efecto sinérgico de combinar aceite de ajo, aceite de romero, aceite
de tomillo, y aceite de canela para producir un fungicida natural para erradicar la Sigatoka
Negra es evidente en los Resultados de la Segunda Prueba de Campo. Los resultados muestran
que se usaron cantidades significativamente menores de aceite de ajo, aceite de romero, aceite
de tomillo, y aceite de canela en combinacion en la muestra de los Fungicidas F-11-13 y F-11-
14 para lograr un 50% de inhibicion en comparacién con las cantidades més altas requeridas de
aceite de ajo, aceite de romero, aceite de tomillo, y aceite de canela para cada uno cuando se

usa de manera unitaria como fungicida.

[0033] Ademas, los resultados muestran que almacenar la composicion fungicida (por
ejemplo, F-11-14) durante mas de un afio no afecta negativamente su actividad fungicida.

Sorprendentemente, la actividad fungicida de F-11-14 aumentd y su CEso fue de 0.62 ppm.
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Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que la mayor actividad fungicida del F-11-14

se debe a los metabolitos secundarios que se crean durante el almacenamiento.

[0034] Las realizaciones de los modelos descritas aqui proporcionan composiciones
fungicidas adicionales que se espera que produzcan resultados tan buenos o mejores que las
realizaciones descritas en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 14/213,298. Las
diferencias entre las realizaciones descritas aqui y las realizaciones de la Solicitud de Patente
de los Estados Unidos No. 14/213,298 incluyen:

- Aumenté la cantidad de emulsionante en aproximadamente un 50% o mas.

- Afadir Lecitina de soya mejora la adherencia del fungicida natural a la superficie
de la planta.

- Afadir aceite de menta piperita, conjuntamente con el aceite de menta verde, se
cree que proporciona una proteccion significativa contra otros hongos, como la
Phytophthora.

- Disminuyé la oleina de palma.

[0035] Todas las referencias se incorporan aqui como referencia en la misma medida que
si cada referencia se indicara individualmente y especificamente para ser incorporada por

referencia y se establecieran en su totalidad en este documento.

2 <e

[0036] El uso de los términos “uno”, “unos” y “los” y referentes similares en el contexto de
la descripcion de la invencién (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones)
debe interpretarse para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que sea indicado lo
contrario en este documento o claramente contradicho por el contexto. La recitacion de rangos
de valores en el presente documento esta destinada simplemente a servir como un método breve
para referirse individualmente a cada valor separado que calza dentro de los rangos, a menos
gue se indique lo contrario en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la
especificacion como si se recitara individualmente en el presente documento. Todos los
métodos descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a
menos que se indique lo contrario en el presente documento o que el contexto lo contradiga
claramente. El uso de todos los ejemplos o lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como™)

proporcionado en el presente documento esta destinado simplemente a ilustrar mejor la
14
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invencion y no supone una limitacion en el alcance de la invencion a menos que se pretenda lo
contrario. Las realizaciones ilustradas del modelo son solo a modo de ejemplo, y no deben

tomarse como limitantes del alcance de la invencioén.
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