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Millbank, Londres, Inglaterra.

Este invento se refiere a un nuevo dcido orgdnico

dotado de propiedades fomentadoras del crecimiento de las
plantas, y a derivados activos del mismo, en especial,
pales y ésteres. Este invento se refiere ademds a un

nétodo de produccién del dcido, por un procedimiento

e b e aiamemes i e et e em pin e e e
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para uso agricola, que contengen el nuevo dcido o un

derivedo activo del mismo,.

fujikuroli

Se ha comprobado que de un cultivo de Giberella
(Sawada) Wollenweber (= Fusarium moniliforme

Sheldon) puede extraerse un nuevo dcido orgsnico que

tiene 1é propledad de fomentar el desarrollo de las

plantas., Este dcido se denomina continmuacidn deido
glverélico,

compue sto

ohtenerse

Este invento por tanto proporciona un nuevo
quimico, el dcido giberélico, susceptible de
de un cultivo de Giberella fujikuroi, dcido

que se caraocteriza por las propiedades migulentes:

Punto de fusidn: 233-2352C. (enérgico despren~

dimiento de gas)e.

metanol).

Rotacidn Spticas (Ci)DZO; 4832 (¢, 0,51 en

Epter monometilico, punto de fusidn, 209-2102C.
Rotacldon 6ptica del anterior (!X)naog +75¢0

(e, 0,5 en etanol). .

218=-2192¢C,

Ester p-Bromofenac{lico, punto de fusiénm,

Hidrdlisis con dcido mineral hirviente; despren—

dimiento de 1 mol de didxido de carbono.

(dec,).

Derivado acetf{lico, punto de fusidn 233-23400,

Rotacidén déptica del anterior (‘K)D17; +1528

(ey 0,5 en etanol).

180-181000

Giberelato metil-acet{lico; punto de fusién,
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| Rotacidén éptica del anterior (tX)D18; +1500

(cy, 0,4 en etanol).
La curva de absorcidn infrarroja ("mull" de

Nujol, este ultimo es un producto de Mercs Registrada)
de materiai cristalizado en acetato de etilo/petrdleo
ligero (punto de ebullicidén 60-802C), como se indica
en el dibujo de la memoria provisional ne 19,238/54.
Lineas de difraccién, de los rayos X por el pol¥o del
material, como se indica en la Tabla 1. Las intensi-
dades "I" de las lineas de las fotografias del polvo
se calculan con referencie a la lfnea mis acusada & 1a

Que ge asigna una intensidad de 10.
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TABLA T

LINEAS DE DIFHACCION DE LOS RAYOS X POR EL POLVO DE
ACIDO GIBERELICO,

(ex acetato etilico)

Separacidn
"d"

10.20
8,73
Te33
6.69
6,01
531
5.06
4,84
4,60
4.33
4,03
3.85
3714
3591
3.389
3.214
3.085
24993
2.882

w indica ums reflexidn débil.

Intensidad

ngH
5b
2b
5b
w
5b

10b

1%

Seperacidén
g
2786
2.687
2.549
2.485
2.418
2 350
2305
24249
2.172
2.120
2040
2,003
1971
15936
1920
1,863
14853
1.780
1.698

b indica una reflexién muy difusa.

Intensidad

”I "

C- B VIR . SO

-t

b

¥ 5 8 8 ¥ 4

7 3 =
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La tercera cifre despuds de lé coma decimal,
es de significacidn poco segura.

Este invento proporciona también derivados
funcionales de dcido glberélico que son sales y esteres
del mismo, dotados de propiedades de fomento del creci-
miento de las plantas. Los ejemplos de los esteres com—
rrenden }Jos esteres alki{licos y espec{ficemente, los
esteres met{lico, et{lico, isopropflico, butilico y
oct{lico. Los compuestos en los que los grupos hidroxilo
del deido giberdlico estdn e sterificados con dcidos
alifdticos o dcidos aromdticos, especificemente dcidos
acético, butirico y benzéico, comprenden un tipo
adicional de éster de dcido giberélico. Las sales con
rreferencia usadas, son las de metal alcalino y otras
sales tales como las de metal alcalino térreo, tal como
el calcio.

Bste invento proporciona también mezclas
dotadas de propiedades de fomento del desarrollo de las
plantas, que comprenden dcido giberélico o un derivado
activo del miémo, y un diluyente. Este puede ser liquido
o s6lido y puede estar constitufdo por, o contener
sustancias nutritivas para las plantas, especialmente
origenes de nitrdgeno. ‘

‘ Ademdés, este invento proporcioma un procedimiento
de produccién de dcido giberélico o mezeclas que lo
contengan, gque comprende el cultivar une variedad activa
de Giberelle fujikuroi en un medio acuoso, y continuar
el cultivo después de cesar el crecimiento activo.

El dcido giberélico puede producirse por la
Giberella Pujikuroi desarrollada como cultivo superficial
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o profundo, como cultivo agitado y aireado en un medio
acuoso adecuado. Un medio conveniente debe contener un
origen de carbono, (por ejemplo sucrosa, glucosa o
glicerol, a 2-30» peso/volumen); una sal de amonio o

un nitrato o uma combinacidon de proteina (por ejemplo
peptona) como origen de nitrégeno (para dar uma concen-
tracidn de N en el medio, de 0,01-0,5%, siendo en
general adecuade uma concentracidn de 0,08%) uns sal

de magnesio (por ejemplo sulfato magnésico heptakidratado
al 0,05% o alrededor de esa concentracién que, conve-
nientemente, afiade también sulfato, asimismo necesario,
pero que puede afiadirse de alguna otra forma, si se

usa otra sal de magnesio) un fosfato (por ejemplo fosfato
monopotdsico al 0,05-0,5%, siendo el O, 1% una concen-
tracidén adecuada), una sal de potasio (que puede ser
convenientemente el fosfato, ver lo anterior) y trazas
(alrededor de 1-10 partes por milldn de metal) de sales
de hierro, cobre, zinec, manganeso y una traza (1-10
partes por milldn de metal) de un molibdato.

Lag fermentaciones pueden realizarse conve-
nientamenté a8 une temperatura del orden de 25 a 3320.

No todas las variedades del hongo producen
doido giberédlico. Los resultados de ensayos realizados
en distintas variedades indican sin embargo que las
variedades aisladas de las plantas jévenes de arroz
atacaedas por la enfermedad denominada "bacanae" son mds
propensas & producir dcido giberédlico que las variedades
aisladas de otras plantas huéspedes, tales como el
algoddn, el maiz y el anands. De las variedadeg encon—

tradas en la cafia de azicar, algunas son activas para



1la produccidn de dcido giberélico, otras no, Las varieda-
des del hongo gque producen el dcido, son morfoldgicamente
indistinguibles de l2s que no lo producen, y si una
variedad es o0 no activa, solo pusde determimarse culti-
véndola y ensayando el cultivo.

Lap variedades de Giberella fujikuroi que
producen dcido giberélico, son las llamadas "Sawada"

5.

y "Miyeke" que pueden oObtenerse del Centraslbureau voor
Schimmeloultures de Baarn, Holanda. Cuatro variededes,
10, de muestra colecciédn de mohos, las 1001, 1004, 1135 ¥y
1139 son también productives de dcido giberélico. Se han
depositado muestras de estas variedades en el Centraalbureau
-y en el Instituto Micolégico de 1la Commonwealth, de Kew,
Surrey. Los cultivos de eetag variedades cultivadas
154 como se describe en esta memoria, contendrdn dcido
giberélico.
Un método para obtener dcido giberdélico,
comprende generalmente las etapas sigulentes:
1 - desarrollo de un cultivo del moho en un
20. medio acuoso,.
2 - Piltracidn y extraccidén del medio con un
adsorbente,
3 = elucidén del adsorbente.
4 - purificacidn del deido obtenido por elucidn.
05, Un adsorbente preferido es el carbdn vegeial
activado.
Bl dcido giberdlico se ha producido en cultivos
en reposo y agitados, empleando medio Raulin Thom, qQue
conten{a sucrosa como origen de carbono.

30. Pers obtener rendimientos méximos en cultivos



agitados, es necesario proseguir la fermentacién durante
lo que se considera un tiempo prolongado, de acuerdo con
las normas corrientes. Esto lo indica la tabla sigulente
que proparciona los datos de rendimiento/tiempo para

5. una partida de 100 litros de medio Reulin Thom que con-
tenia 4% de sucrosa, graduado inicialmente pars un pH de
3,5 y a 25%C,

TABLA IT
'Horas de fermentacién Rendimiento (mge/l.)

10, 93 18
117 ' 33
141 | 39
164 82
187 105

15 212 | 92
236 138
262 160
284 189
331 193

20. 402 249 .

E1l tiempo en que el dcido glberélico empieza
a acumularse en un cultivo de una variedad adecuads
de Giberella fujikuroli y el rendimiento final de dcido
o5, giberélico, estdn influenciados por las concentraciones
del origen de carbono y del origen de nitrdgeno, y por
la relacidén de estas dos concentraciones en el medio usado.
Los ejemplos siguientes, se facilitan como
aclaracioin,

30, Se oultivé una variedad dd moho, productora
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de dcido giberélico, en volumenes de 30 litros de medio

de la composicion siguiente:

Sulfato magnésiso ' 30 z.
Fosfato monopot&sico 150 ge.
5. Concentrado de elementos
en pequefia cantidad ¥ 60 ml.

Monohidrato de gluéosa§ ver & conti-

Nitrato aménico nuacidn
Agua 30 1.
¥ Ia composicién del concentrado de elementos en
10, pequefis cantidad, era:
FeSO4,7H20 0,1 &
Gu804_,5H20 0,015 g.
ZnSO4,7H20 0,1 e
MnS0,, 7H,0 0,01 g.
15. K2M004 0,01 g.
Agua 100 m1.

21l medio se agitd y se aired a razdn de 10
litros/minuto manteniéndose & una temperatura de 2580,
El valor del pH del medio, se ajustd a 4,5 antes de
20. esterilizar.
Los rendimientos de dcido giberélico (mg./l.)
en distintos perfodos durante la fermentacidn en medioé
que contenfan concentraciones distintas de glucosa

¥ nitrato amdnico, figuren en las Tablas sigulentes:




' Rendimiento de dcido giberélico (mg./1.)
Concentracidn de NH,NO 5 (g./1.)

Monohidrato Horas de
de
glucosa fermentacion 1.2 2.4 4,8 9.6
1676 120 -
" 161 19 -
" 195 -
Y _ 212 59
n 219 40 o -
" 258 61 146 44 49
" - 330 102 114 204 5
" 402 139 ., 312 204 4
4% 138 - -
" 168 - -
" 185 65 34
" 210 4 5
" 282 100 T1 8 8
n 305 107 T1 5 7
2f 100 -
1 ‘ 1 14 -
" 137 5 - -
" 161 41 5 2 -
n 185 42 7 - -
2050 139 3
" 163 20
"o 235 123
" 259 ) 134
" 283 162
" 307 189
" 331 244
ol 402 364
" 426 368
" 474 - 408
" 618 544
" A66 424
" T38 465

" 785 501
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Estos resultados muestran que (a) el rendimiento

de dcido giberélico aumenta con una relacidn creciente
de glucosa/NH4N03; (v) el rendimiento de deido giberélico
aumenta con el aumento de glucosa.,
TAELA IV ,
Rendimiento de dcido giberdlico (mge/l.) . -

NH4H03 0.96 0.48 0.24 0.12
Dextrosa

16 94 , 211 310 148

5 60 185 200

13 - 54 118

5 5 8 50

(¢) en medios de concentracién dada de glucosa,
la producéién de dcido giberélico empieze antes en los
de baja concentracidn de NH4N0 .

3
(d) en medios de concentracidén dada de NH,NO

4
la produccidn de dcido giberélico empieza antes en4lo:
de baja concentracidén de glucosa,

(e) el decido giberélico se produce por el hongo
unicamente durante los per{odos en que acumula o0 subsiste
8 base de las reservas internas de grasa y carbohidrato,

o sea cuando la sintesis neta de proteina o el crecimiento
activo del hongo se ha refrenado por la agotacidn del
nitrdgeno por el carbono en el prinecipio nutritivo. Las
mejores condiciones pars la produccidn del dcido

parecen ser aquellas en las gque el nitrdgeno es el
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factor que limita el crecimiento activo, y el carbono

N
R
‘\
.

estd en exceso, aunque desde luego, es necesario que
en el medio mitritivo exista primitivamente nitrégenc
suficiente para permitir el crecimiento adecuado del
hongo antes de empezar la produccidn de dcido.

En general se obtlenen elevados rendimientos
de deido giberélico cultivando el moho en un caldo mutri-
tivo que contenga de 0,2 a 0, 3% de nitrato amdénico
(u origen equivalente de nitrdégeno) y de 10 a 30% de
glucosa (u origen equivalente de carbono) o sea de 0,07
a 0,1% de nitrdgeno y de 3,5 a 10% de carbono.

EJEMPLO 1.

Para el cultivo en reposo, el medio Raulin Thom
ge dispuso en cantldades de 1 litro en vasijas de barro,
¥y log cultivos se incubaron durante unos 10 dias a 25eC,
La incubacién de loé cultivos con agltacién durd de tres
a8 cinco dias a 259C, E1 filtrado del cultivo de pH = 4 o
inferior (ajustado con dcido clorhidrico normasl, en caso
de necesidad) se extrajo con 10 g./l. de carbén de maders
activado B.D.H., El carbdén de mmdera secado al aire
(con un 20 a 30% de humedad), sé apuré continuamente
con acetona y el producto obtenido =e evapor6 a presion
feducida, Para dar un concentrado acuoso que se extrajo
dos veces, con, pof lo menos, un volumen lgual de acetato
de etilo., Las soiuciones combinadas en gcetato de etilo,
se extrajeron dos veces con el 25% de su volumen de
fosfato moderador, de pH = 6,3 (136 g. de KH,PO ¥ 24 g.

de KOH en 1 1. de agua). Los extractos de moderador se
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combinaron, se ajustaron a un pH de 3,8 y se extrajeron
dos veces con un volumen igual de acetato de etilo. Al
concentrar estos extractos cristalizé dcido giberélico
bruto en rendimientos de 40 mg./l. aproximadamente.

El decido bruto se purificd por adicién de un volumen
igual de petrdleo ligero (60-8020) a uma solucidén en
acetato de etilo hirviente. La repeticién de este
procedimiento proporciond dcido giberélico puro en forma
de tabletas dsperas que se descomponfan a 233-235¢C,
rotacidn éptica (0()319 4862, (¢, 2,12 en etanol),
(¥ncontrados ¢, 65,9, 65,85; H, 6,6, 6,55. Kl peso
equivalente 342 de C4gHp50 requiere, C, 65,9; H, 6,4%,
Peso equivalente (monobdsico) 346). E1 peso molecular
se ha confirmado por el método de los rayos X. Le célula
unitaria era tetragonal y tenia a = b = 10,905,

c = 28,7442. La densidad era de 1,34 % 0,01, as{ puds,
el peso molecular (8 moléculas por célula unitaria)

es 345.

La extraccién del filtrado del cultivo con
disolvente orgdnico eliminard el dcido giberélico, aun-
que no tan efectivamente como cuando se utilize el carbdn
vegetal, como en el ejemplo 1 anterior.

La férmula empirica del dcido y sus derivados

cO0X
C ,
ser{sa (»18H19°2) g% en la que X puede ser hidrdgeno,

un' radical alkilo o arilo, o un metal, e Y puede ser
hidrdégeno o un radical acilo.

El dcido giberdlico dé un ester metflico,
punto de fusidn 209-2102C., rotacién éptica
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(0()3,16 +759 (o, 0,5 en 6tanol). (Encontrado: C, 66.65;
g, 6.85: OMe, 8,5; 02032406 requiere O, 66,65; H, 6,7}
Cife, 8,6%) con dlazometano o bien ioduro metflico y
carbonato potdeico en acetona. El\ester p—bromofengcilico,
tiene un punto de fusidén de 218-2192C, (Encontrado:
¢, 57,655 H, 5,08 Br, 14,35. 027H2707Br.H20 requiere,
¢, 57,753 H, 5,23 Br, 14,2%). El dcido acetil-giberélico,
punto de fusidn 233-2348C, (dec.) rotacidén éptica
(d)nﬂ +‘i529. (cy 045 en etanol). (Encontrado:s &, 65,13

- H, 6,353 024H24_07 requiere 0, 64,93 H, 6,2%), preparado

con anhidrido acético en piridina a la temperatura
amblente, proporciona un éster metilico, punto de fusidn
180-1812C, rotacidn éptica (o():D18 +1502, (c, 0,4 en
etanol), (Encontrado: G, 65,3; H, 6,7; Cpol,,0q
requiere C, 65,65; H, 6,5%), se obtiene también por
acetilacién del giberelato met{lico.

Como ulteriores ejemplos de esteres alk{licos
de dcido giberélico, se yrepararon los siguientes,
en cada caso por interaccidn del grupo carboxflico
del égido giversélico y del diagzo-hidrocarburo en un
disolvente adecuadoj el giberelato et{lico forma un
semi-metanolato, en agujas Prismdticas, punto de fusiédn
150-1512C. (encontradoe: C, 66,65 H, 7,6; CoyHog0e
1/20H40, requiere G, 66,23 H, 7,2%) que al calentarse
a 14020, en vec{o proporciona el éster, libre de

disol{rente, punto de fusidn 155-1562C, (Encontrados:

G, 67,3 H, 7,2; 054H,404 requiere C, 67,43 H, 7,0%).
El isopropil giberelato forma un semi-metalonato en

agujas, punto de fusidén 151-1520C, (Encontrado, G, 66,53
B, 7,75 C,5H,80., 1/2 CHjO requiere C, 66,8; H, 7,5%).
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El semi-metelonato de giberelato butf{lico forma agujas
prismdticas, punto de fusidén 152-1538C, (Encontrado:

Cy 67,65 Hy TyT3 Op3Hy0¢ 1/20H@0 requiere C, 67,4;

H, 7,T). E1 giberelato oct{lico, forma agujas priemg-
ticas, punto de fusidn 157-1592C. (Encontrado: G, 70,23
H, 8, 3; C 5 7H18% requiere C, 70,73 H, 8,4%).

Otros ejemplos de esteres formados por acila-
cién de un grupo hidroxilo en el dcido giberdlico, son:
el dcido butiril-giberélico, punto de fusidn 1920C,
(Bncontrado: G, 66,1; H, 7,03 023H2807 requiere C,

66,23 H, 6,85) preparado con anhidrido buti{rico en
piridina a la temperatura ambiente, y el dcido benzoilo-
giberélico, punto de fusidn 204-2052C. (Encontrado:

¢, 69,25 H, 5,93 026H2607 requiere-C, 69,3; H, 5,8%)
preparado con cloruro de benzollo.en piridina, a la
temperatura ambiente.

Los ejemplos de derivados de dcido giberdlico
en loa que el grupo carboxilo estd esterificado y un
grupo hidroxilo se activa, son los siguientes: glberelato
etil-acetilico, punto de fusidén 202-2042C. (Encontrado:
¢, 66,0; H, 6,9; 025H28°7 requiere G, 66,3; H, 6,8%);
acetilgiberelato isopropilico, punto de fueidén 202-203eC.
(Bncontrado: G, 66,7; H, 7,1: 024H3007 requiere C, 67,03
H, 7,0%), acetilgiberelato but{lico, punto de fusién
147-1498C. (Encontrado: ¢, 67,13 H, 7,2; 0251-13207
requiere C, 67,53 H, T,3%), butirilgiberelato etilico,
punto de fusidén 175-1768C. (Encontrado: G, 67,2;

H, 7,53 025H3207 requiere C, 67,5; B, 7,3%) y benzoil-
giberelato etilico, Punto de fusidén 1928¢, (Encontrado:
¢, 70,55 By 6,5i OpgHe0, requiere ¢, 70,3; H, 6,%) ¥
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acetil~giberelato ootilico, que estd constitufdo por

un liquido espeso incoloro, punto de ebullicidn 195-2022C,
(temperatura del bafio)/5 x 10 mm. (BEncontrado: C, 69,63
H, 8,03 029H4007, requiere U, 69,6; H, 8,1%). |

El decido diacetilgiberélico preparado dejando
que el dcido gibefélico reaccione con anhidrido acético -
en piridina a la temperatura ambiente dursnte cinco dias,

forme prismes, punto de fusidn 186,5-1872C. (Encontrado:

-G, 64,25; H, 6,15; 025H25°8 requiere G, 64,23 H, 6,1%).

El dimcetil-giberelato met{lico, se preparé por la
accidn de diazometano etéreo en exceso, sobre uns solu=-
¢idn metandlica de deido diaéetilgiberélico. Cristalizé
en cloruro de metileno/petrdleo ligero (punto de ebulli-
eidn 60-802C.) y en acetona/petréleo ligero (punto de
fusidén 60-8090.) en forma de prismas voluminosos, punto
de fusidn 166,5-168,590. (Encontrado: C, 65,1; H, 6,45;
H,g0g requiere C, 64,85 H, 6,35%).

ut?gi;:dgjemplo siguiente figura un ejemplo del
procedimiento/para preperar el ester met{lico de deoido
giberélico.
EJEMPLO 2.

(A) Una solucidén de 207 mg. de dcido giberélico

o4

en 7 ml. de metanocl, se enfrid a 02C., y se afiadié,

con agitacidn, un eceso de diazometano en éter; 5 horas

después de terminar la adicidn, la solucidn se colocd en
un bafio de agua y se evapordé rdpidamente a sequedad. El

residuo se oristelizd en una mezcla benceno-metanol para
dar 159 mg. de giberelato de metilo, que fundia a 208-

2102C. Después de una segunda oristalizacidn, el éster
fundia & 209~2102C y tenfa una rotacidén dptica de
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615%:

(B) Se calentd bajo reflujo, durante 8 horas,
una mezcla de 125 mg. de deido giberélico, 0,3 ml, de
ioduro de metilo, 0,7 g. de carbonato potdsico aphidro
Y Tml. de acetona seca. Ia acetona se separd por destila~
cibén, y el resfduo se lavd con agua y se secd. La crista-
lizecidn repetidg en una mezcla de acetato de etilo y
benceno proporciond giberelato de metilo que fundim &
204-20549C,

Desde luego, los demds ésteres, anﬁes&ndicédoa
en general, pueden prepararse de modo anélogo.l '

El ejemplo sigulente que muesira el método
general de preparscidn de dichos esteres indica la
Preparacion de un éster por reaccidn del deido giberdlico
con un compuesto que contenga un grupo acilo.

EJEMPLO 3.

A una solucidn de 113 mg. de dcido giberdlico
en 1,8 ml. de piridina pura y seca, se a#indid 1 ml. de
anhidrido‘acétioo. La mezcla se dejd durante 45 horas
a la temperatura ambiente, y luego la solucién se colocd
en un bafio de agua y los disolventes se destilaron
rdpidemente en vacfo. El res{duo se disolvid en solucién
de bicarbonmato sddico y la solucidn se P£iltrd acidifi-
cdndose el f£iltrado con dcido clorhidrico. El precipitado
resultante se recogié por filtracidn y se cristelizé en
una mezcla de acetato de etilo y petrdleo ligero (punto
de ebullicién 60-802C.) dando dcido acetilgiberdlico
en forma de rombos gque fundian = 233—234RG.'(descomposi—
ciﬁn) ¥ con una rotacidén Optica de (cx()n17 +1528
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determinada en solucidn al 0,56 en etanol.

Debe hacerse constar que en el alcance de

este invento estdn comprendidos otros esteres de deido
giberélico, tal como por ejemplo los esteres glicdlico
y fenflico. Los anteriores son solamente por via de
ilustracidn. |

~ Ademds, debe tenerse mresente que se han prepa-
rado distintas sales de dcido giberélico. Especialmente
las sales de metal alcalino y de amonio son interesantes,
por ejemplo el giberelato sddico sesquihidratédo, punto
de ebullicién indefinido & 230-2382C. (descomposicidn)e

(Encgnxrado: C,57,4; H, 6,153 2C Na, 3H,0, requiere

19H24°6
c, 67,7 H, 6,12%); el giberelato potdsico, sesquihidratado,
punto de fusidn indefinido a 225~2298C, (descompoeicién).
(Encontrado: C, 55,6; H, 5,T; 2019H2406K, 3,0 requiere

¢, 55,58 H, 5,9%), el gibverelato cdlcico trihidratedo,

con descomposicidén a 230-2702C. (Encontrado: C, 88,T;

Hy 6,03 (C4gH,,04) 0a, 3H.0 requiere C, 58,2; H, 6,2%)

¥y glberelato aménico monohidratado, punto de fusidn 167-
17080., con descomposicidén (Encontrado: C, 59,8; H, 7,0;
019H2506N;Héo requiere 0, 59,8; H, T7,1%.

El ejemplo siguiente aclara un método para
preparar la sal addica de deido giberdlico. Las demds
sales indicadas en general anteriormente pueden prepararse
lo mismo.

EJEMPLO 4.

Una solucidn de 94,03 mg. de dcido giberélico
en metanol, recien destilada sobre 3 ml. de hidrdxido
sédico, se tratd a gotas con un volumen de 10,93 ml.

de hidréxido sédico acuoso aproximadamente 0,02N libre
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de carbonato; el volumen se calould sobre 1a base dé ;na
titulacidén paralela, con fenolftaleina, de una rerte
alicuota, (58,2 mg), de dcido giberélico que precisd
6,76 ml. de soiucién alcalina para la neutralizaciédn,
La solucidn primeramente citada de giberelato sddico

se evapord répidamente & presidén reducida a la tempera-
tura ambiente. Le sal sédica residual se secé durante

7 dias en un.désgcador en vaci{o sobre pentadxido de f£is-
foro; estaba formada por copos transparentes que se
desintegraban a unos 1602C. en un pdvo blanco gque se
transformaba en amarillo oseuro a 210-2152C. y fundia

8 230-2382C. con descomposicidn, de giberelato sddico
sesquihidratado (Encontrado: 0, 57,4; H, 6,153
2019H2406Na, 38,0 requiere C, 57,7; H, 6,712_}%).

‘ Los ejemplos siguientes son de otras sales
metdlicas de dcido glberélico: gi‘berelato de rubidio, -
punto de fusidén 213-21682C. (Encontrados C, 53,13 H, 5,5;
G19H2406Rb requiere G, 53,0; H, 5,0%#), glberelato de
plata dihidretado, punto de fusidn 19920, con descompo-
sicién previa. (Encontrado: C, 46,7; H, 5,1; Ag. 21,7
01932406Ag’ 2H 0 requiere c, 46,6; H, 5,23_58.,22,1%)o
giberelato de manganeso trihidratado, punto de fusién 261~
26682C., con descomposicién previa. (Encontrado: G,

57;5; H; 5,83 (019Hé406)éMn, 3H,0 requiere G, 57,1;

H, 6,04), giberelato de cobre trihidratado, punto de
fusidén 245~-24892C, con descomposicidn previa. (Encon-
trado: C, 56,03 H, 5,7;'(ngﬂé406)20u, 3320 requiere C,
56,4; Hy 6,0%) y el giberelato de plomo monochidratado,
punto de fusidn 2&5—21890. (descomposicidén). (Encontrado:

¢, 4;99’85 H, 5,0; (019H24°6)é%’ H20 requiere G, 49,8;
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K1l decido giberélico y sus derivados funcionales
que son sales y esteres, especialmente el dcido scetil-
glberdlico, el dcido diacetil-giberdlico, el deido
butiril-giberélico y el dcido monobenzoil-giberdlico,
tienen la propledad de fomentar el crecimiento de las
Plantas, como indicé la deacripcién siguiente de experi-
mentos con planteles de trigo y gulsantes, y cesped.

Cuando las plantas Jovenes o planteles de trigo
se cultivan en agua, y se afinde dcido giberélico & la
solucidén de cultivo, en la proparcidn de 1 a 10 partes
por millén de solucidn, los planteles crecen en me jores
condliciones que las plantas ain tratar. E1l aumento de
altura hasta el orden del 50%, es bastante comip, y se
debe a (a) un gran aumento én la longitud del mesocotilo
y (b) a un aumento menor en la’ longitud de los poste-
riores interrmdos y de las hojas. Estas, aunqﬁe né s
largas, son mis estrechas que las de los planteles sin
tratar. Las plantas mayores s§n mis pelidas de color que
las plantas sin tratar, en soluciones de tipo mutritivo
bajo, pero este efecto puede eliminarse aumentando la
concentracidén de principios mutritivos en la solucidn de
cultivo. Lios resultados de cuatro experimentos, en los
que se suministrd dcido giberélico a la solucidn de
cultivo, en la proporcidén de 5 partes por milldn, se
resumen en la tabla V. 8e observard que (a) el peso
en verde y el peso en seco de los véstagds aumenta cagi
en todos los casos (b) el peso en wverde y en seco de
las rafces se reducen especimlmente en el caldo nutri-

tivo de bajo nivel. Los datos primitivos de los que se
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formé la tabla V, mostraron también que el sumento de peso
en las hojas es corrientemente bastante mayor que las
pérdidas de peso de las raices, de modo que el efscto
total del dcido glberélico sobre la planta entera es el
aumentar los pesos én Verde y en seco. Si'solo se congi-
deran los vdstagos, el peso en seco debe sus sumentos,
en parte, & la redistribucién de materia seca entre la
ralz y el védstago, y en parte a una mayor sintesis de

la materia seca por la planta. Los contenidos de ocarbono,
nitrégeno, fésforo y cenizas, de pesos iguales de material
proecedente de plantas tratadas y sin tratar no difieren
en alto grado, aungue parece posible la existencia

de un aumento en el porcentaje de contenldo de carbono

y un ligero descenso en el nitrégeno, el fosforo y las
cenizas., En cualquiera de los casos, existe un gran
aumento indudeble en el carbono asimilado por planta.
Esto constituye un punto de algun interés y podria ser
debido a que las plantas tratadas tienen una superficie
de hojas superior en la que puede realizarse la foto—
sintesis, o podrfa deberse a un aumento en el grédo

de asimilecidn de carbono por unidad superficisl de
hoja. kn experimentos en los qué los cdlculos necesarios
de superficie de hoja se han llevado a cabo, yarece

que la asimilacidén superior de carbono se debe al
aumento de superficie de hoja. kxisten diferencias
cualitativas en los componentes de carbono de las plan-
tas tratadas. Por ejemplo, los carbohidratos totales
solubles en etanol al 80% aumentan alrededor del T5%

con respecto & los controles y, por cromatografia de

la savia derivada de plantas citolizadas, se ha comprobado
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que el contenido de sucrosa aumenta elrededor del 25%,

¥ la concentracidén de fructosa y glucosa asciende un
100% eproximademente. Parece por tanto que, como resultado

del tratemiento, la glucosa sustituye a la sucrosa como

5e Principal componente azucarado de las plantas,.
_ TABLA V
Porcentaje medio de aumento o disminucidén ~en el trigo-
por planta, después de tres sepanas de tratamiento, resul-
tante de la administracidn de dcido giberélico.

Experimento Tipo de Altura Véstago Vdstago Vdstago Vdetago
caldo by I iy v
nutritivo

G0 Bajo 4R - + 5 — - 24 o
Elevado + 80 ¢ — + 39 = - + 3

G1 Bajo + 86 &= & 9 + 24 w= - 24 ¥ - 15 ¥%
Elevedo + 108 = 4 3T = + 33 ¥ - 13 #=n 0

- G2 Bajo + T4 = 4+ 218 + 26 e - 12 ¢ - 17 &%
Elevado + 6= + 11 8 4+ 14 =% - 25 @ - 14 w=

G3 Bajo + 93 = 4 17 2 4+ 16 == - 352 -~ 34w
PBlevado + 609 = 4+ 5 8 - 2 - 28 - 16

= ostadfsticamente significativo (P - 0,01)
%= estadf{sticamente significativo (P - 0,05)
2= no analizado estadisticamente

FW= peso en verde

DW= peso en seco
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El efecto del deido giberdlico sobre planteles
de guisante cultivados en agua es todaviﬁ més sorprendente
que el efecto sobre planteles de trige. La altura de la
planta aumenta en alto grado; en algunos experimentos,
los planteles obtenidos han sido de uns altura cinco veces
mayor que la de las plantas de conirol. Esto se debe &
un gran.aumeﬁtoben la longitud de los internudos. lLas
plantas son mucho més palidas de color, que las de control.

Los efectos en la momposicidén quimica de los
rlanteles de guisante, son andlogos & los observados
en los planteles de trigo. Existe un gran aumento en el
peso en verde de los vdstagos, y un aumento menor, pero
todavia considerable, en el peso en seco. El peso en
verde y el peso en seco de las rafcee dismimye como
resultado del tratamiento con dcido giberélico. Existe
un aumento en la cantidad de carbono, nitrdgeno, '
cenizas, fésforo y potasio por planta, en los vdstagos,
aunque con respecto al porcentaje del peso en seco,
el contenido de todos estom elementos, excepto el carbono
dismimiye ligeramente. En las rafices todos ellos descien-
den de cantidad.

La proporcidén de carbohidratos solubles en
etanol al 80%, aumenta como resultado del tratamiento
con deido giberélico, en el 30k, aproximadamente tomando
la planta en conjunto, y en el 40% si se consideran los
vdstagos dnicamente. Igual que en el caso del irigo,

el contenido de glucosa de la savia, aumenta gcusadamente.
El crecimiento reducido de las raices, no se

obtiene necesarlamente en todas las condiciones. Por

ejemplo, cuando se aplica dcido giberélico a vdstagos de
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guisante, en una pasta de lanolina, se Obtiene un aumento

de peso de las rafces y de los véstagos.

El efecto sobre los planteles de guisantes,

de algunos derivados de dcido giberélico se indica en
la tabla VI,

Compuesto

TAELA VI

Aplicado a través de las

Aplicedo & través

rafces de las hojas
L. ' , Actividad elevada
- Aecldo acetil-giberélico Actividad elevada(igual a GA) (igual a GA)
Acido discetil-giberelico Actividad elevada . Actividad elevada
Giberelato metil~acetilico Actividad moderada Actividad ligers
Acido monobenzoil~ - Activided elevada Actividad elevads -
giberelico . o (igual a GA)
Giberelato etilico Actividad moderade Inactivo
Gibverelato but{lico Actividad moderade Imactivo
Acetilgiberelato Actividad elevada Inactivo
butilico ~ »
Acetilgiberelato iso- Actividad moderada Inactivo
ropilico
Giberelato iso=- Actividad elevada Inactivo
propilico . : . Actividad elewvada
Acido butirilegiberelico Actividad elevada (igual a GA)
Giberelato octilico Actividad modsrada Inactivo
Acetilgiberelato etilico Actividad elevade Inactivo
Acetilgiberelato fenilico Actividad elevada No ensayado
Giberelato sd6dico, sesqul~ Actividad elevads Actividad elevada
hidratado ; ‘ (igual a GA)
Giberelato potasico, Actividad elevada Actividad elevada
sesquihidratado (igual a GA) (1gual a GA)
Giberelato calecico Actividad elevada Actividad elevada
segquihidratado (igual a GA) (igual a GA)

Aplicado a través de 1as;raiceé en solucidn de cultivo que contenfa el
compuesto a8 una concentracion de 10 partes por millodn

Aplicado a través de las hojas en dosis de 10y/planita en 0,002 ml.
alcoho ,

GA - acido giberélico
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El grado de actividad de los derivados del

dcido giberdélico perece descender con la sustitucién
creciente. Por ejemplo, cuando el dcido giberélico se _
esterifica con alcoholes elevados, el grado de @ctividad
dismimiye como puede verse en la taila VI, aunque el
ester octilico retlene todavia algo de actividad. Por el
contrario, aunque el dcido acetilgiberélico es tan
mismo
activo como el/Acido giberélico ouando este dcido
sustituido se esterifica con alcoholes de peso molecular
ndg elevado, la actividad del ester desciende andloge~ .
mente, como se observard en la Tabla VI hasta hacerse
despreciable, en este caso particular, en el acetil
giverelato oct{lico. Asimismo, aunque el dcido diacetil-
giberélico es bastante activo, el eater metf{lico es
practicamente inactivo. ‘

En el caso de que un derivado sea activo al
aplicarse a través de lés raices pero no aplicado a
través de las hojas, esto puede deberse en realidad a la
hidrélisis del derivado en el suelo, que dé por resultado
dcido giberélico libre.

El hecho de que pusdan obtenerse aumentos en

rendimientos de materia seca, por tratamiento de los

planteles de trigo y de guisantes con cantidadees muy
pequefias de dcido giberdlico, es de impartancia prédctica
congiderable, Los experimentos en los que los cultivos
de cesped se trataron con dcildo giberélico, han confirma-
do que pueden obtenerse en condiciomnes corrientes,
aumentos andlogos en la materia seca.

En un ensayo realizado con pastos se comprobé

que la aplicacidén de dcido giberdélico (1-4 onzas/acre)
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como pulverizacidén acuosa, ocasionaba un sumento en el

rendimiento de materia seca cortada, en le primera

cosecha. (ver la tabia VII siguiente). Se aplicaron

0, 1, 2, 3y 4 onzas de dcido giberélico por acre,

junto con 0,3 y 6 quintales de abono por acre, a parcelas

de1/600 acre, el 13 de abril de 1954, y les parcelas

se éegaron el 11 de mayb de 1954.
TABLA VII

Rendimiento medio de materia seca del pasto (quintales/acre):
Acido giberélico (ongas/acre)

Abono _

(quintales/acre) O 1 2 3 4
0 10.03 16.41 18.39 19.16 18.72
3 14.75 19,87 22,16 21.65 21.85

¥ E1 abono contenfa 12% de N; 12% de P,0; total
(11,9 de solubilidad en agua) y 15% de K,0.

Aunque se obtuvieron aumentos a:p;-;oiables en
materia seca, sin aplicacidén de abono, las’ pil.antae del
cesped eran amerilles y mecdnicamente débiles. Sin
embargo las plantas de las rarcelas con abono y acido ‘
giverélico €L primero en la proporecidn de 6 quintales
por acre) eran de aspecto normal,

En general se ha comprobado que para obtener
los resultados més beneficiosos de las propiedades de
fomento del erecimiento mediante el acido giberélico,
éste ha de estar acompafiado por el dratémiento con
cant‘idédes .adiciomles de principios mutritivos pare



o

5.

10.

15.

20.

25,

30,

de un abono combinado, como anteriormente, o de un origen
de nitrdgeno tal como urea, sulfato eménico y nitrato
aménico. Una proporcidn sidecuada de aplicacién de nitré-
geno que reduce apreciablemente o impide la amarillez
del follaje al estimular el crecimiento, es de 40 a 80

libras de nitrdgeno por acre. Una combinacidén preferids

‘es aquella en la que la relacién de componente activo a

nitrdgeno es de 1:320 a 13640,

Uno de los asspectos .mé'e importantes de este
invento en relacién con la produccién aumentada de
cesped, s que la aplicacidén de dcido giberédlico o de
un deriva¢o activo al tareno & principios de primavera,
otofio o0 invierno hard qQue el cesped crezce en condicionss
de baja intensidad de luz y baja temperatura, o0 sea en
condiciones en las que el cesped no puede estimularse
para su crecimiento, por el solo suministro de un abono.
Como resultado, es posible ampliar la eatacidn de
crecimiento del cesped obteniendo as{ un pasto adelantado
para el ganado o la posibilidad de una slega anticipada

para la conservacién o ensilado. La aplicacidn simultdnea

- de abono, conduce desde luego al empleo més adelantado

del abono en el desarrollo anticipado.

El dcido giberélico o un derivado activo del
mismo, puede aplicarse en seco, o sea en forma de polvo,
mezclado con un diluyente que puede ser inerte, tal como
arcilla, tlerra de bataneros, tierra de infusorios o cal,
o que puede contener un alimento para las plantas, tal
como abono mezclado o sulfato o nitrato aménicos.

Como veriante, puede aplicarse como pulverizacidn
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dispersémdose en agua en tal caso el componente activo.
La dispersidn acuosa puede contener ademds principios
nutritivos para las plantas, tales como urea o una sal
aménica,

Con preferencia, el componente activo me
aplica de tal modo que su efecto principal se lleve &
cabo por absorcidn & través de las hojas, més que &
través de las rafces, ya que en esta ultima circunstan-
cle, puede disminuir el grado de desarrollo de las ralces.
Con preferencia, por tanto, se aplica como pulverizacidn
¥y con mayor preferencia, como pulverizacidén a volumen
reducido, tal como a razén de 10 o 20 galones de pulveri-
zacidén por acre, con objeto de distribuir dos ongas/gcre
de dcido giberélico o el equivalente de derivado activo.

Un método conveniente para preparar una disper-
gidn acuosa de dcido giberédlico o de un derivado activo
o8 disolver el dcido o el derivado en un disolvente
miscible Eon el agua .y verter la solucidn en-el agua,
con agitacidn.

Aungue se han descrito procedimientos para
aiglar dcido giberélico puro de cultivos de Giberella
fujikuroi; por ser necesario el material puro para los
andlisis quimicos y la identificecidn general del &cido,
es evidente que para los usos agricolas no serd necesario
aislar el dcido puro, siendo adecuado un concentrado
bruto pare el tratamlento de laes plantas 0 el suelo en
el que estas se cultivan o han de cultivarse.

N O T A ;

Descrita suficienfemente la maturaleza del

invento, as{ como la menera de realizarlo en la prdctica,
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debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas son susceptibles de modificaclones de detalle
én cuanto no alteren su principio fundamental, siendo
lo que constituye la esencia del referido invento y

Pof lo que se solicita Patente de Introduccién por 10
afios en Espafia: "Procedimiento de obtencién de dcido
giberélico y sus‘derivbdos"; caracterizdndose por lo
glguientes | .

12 .~ Procedimiento de obtencién de decido
giberélico y sus derivados, caracterizado por permitir
le obtencién de derivados funcionales de dicho dcido,
que son sélea ¥y esteres del mismo, que poseen actividad
fomentadora del crecimiento de las plantas.

22 ,~ Procedimiento de obtencidén de dcido
giberélico y sus derivedos, caracterizado por permitir
la obtencidn de dcido giberélico acilado, en el que el
grupo acilo es acetilo, butirilo o benzoilo.

32~ Procedimiento de obtencidén de dcido
glberélico y sus derivados, caracterizado por permitir
la preparacidén de esteres alk{licos de dcido giberélico,
en los que el grupo alkilo contiene hasta 8 dtomos de
carbono.

42 ,~ Procedimiento de obtencidén de deido
giberdlico y sus derivados, caracterizado por permitir
1a‘preparaci6n de sales de dcido glberélico.

52 ,~ Procedimiento de obtencién de deido
giberélico y sus derivados, caracterizado por permitir
la preparmcién de sales de dcido giberélico, de metal
alealino o elcalino terreo. '

62 ,~ Procedimiento de obtencidn de dcido
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giberelico ¥ sus derivados, caracterizado por permitir
la preparacidn de un caldo de cultivo de Giberella
fujikuroi, que contenge dcido gliberélico.

7% .= Procedimiento de obtencidn de decido
giberélico y sus derivados, caracterizado por comprender
el cultivar una variedad activa de Giberella fujikuroi,
en un medio acuoso, y el continuar el cultivo después
de cesar el crecimiento activo. |

82 ,~ Procedimiento, segin lo especificado en
la reivindicacién 72, caracterizado parque la relacidn
del origen.-de carbono al origen de nitrégeno en el medio
acuoso es superior o inferior a la relacidn en la gue
Bse utiiizan en el cultivo del hongo, de modo que uno u
otro se hella en exceso al termimar el crecimiento activo.

92,- Procedimiento, segun lo especificado en
la reivindicacién 88, caracterizado por estar en exceso
el origen de carbono. '

102,.~ Procedimiento, segin lo especificado en
la reivindicacidn 98, caracterizado porque el caldo
mutritivo contiene de 0,2 a 0,3% de nitrato aménico
(u origen equivalente de nitrdgenoc) y de 10 a 30% de
monohidrato de glucosa (u origen equivalente de carbono).

112,~ Procedimiento, segin 1o especificado en
cualquiera de las reivindicaciones 72 a 102, caracterizado
porque el cultivo se filtra, y el filtrado me extrae
con un adsorbente.

12 .~ Procedimiento, segun lo especificado
en la reivindicacidén 118, caracterizado porque el
adsorbente es el carbén vegetal activado.

13¢2,= Procedimiento de obtencidn de decido
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giberélico y sus derivados, caracterizado por permitir la
Preparacidn de una composicidn para fomentar el desarrollo
de les plantas y que contiene un compuesto segin lo
especificado en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 58,
¥y un diluyente.,

142 .~ Procedimiento, segin lo especificado en
la reivindicacidén 138, caracterizado porque el diluyenté
es lnerte,

150, Procedimiento, segin lo especificado
en 1a reivindicacidén 13e, carac terizado porque el com~
Puesto se dispersa en agua como diluyente.

162 .~ Procedimiento decbtencidén de dcido
giberélico y sus derivados, caracterizado por permitir
la preparacién de una composicién segin lo eapecificado
en la reivindicacién 152, en la que el compuesto se
disuelve primero en un disolvente miscible en agus, ¥
la solucidén se dispersa luego en Rgul.

172 4~ Procedimiento de obtencidén de dcido
glberélicos y sus derivados, caracterizaedo por pormitir
la preparacidn de une solucidn en un disolvente miscible
en agus, de un compuesto segin lo especificado en cual-
quiera de las reivindicaciones 18 a 58,

182 ,~ Procedimiento de obtencidén de dcido
3iberélice ¥ sus derivasdos, caracterizado por permitir
la preparacidn de una composicidn segin lo especificado
en la reivindicacidén 132, en la que el diluyente comprende
un origen de nitrégeno para las plantas a tratar.

19¢,- Procedimiento de obiencidn de dcido
giberélico yhsus derivados, caracterizado por permitir

la preparacidén de una composicién segin lo especificado
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en la reivindicaeién 188, en 1a gque el diluyente comprende
un abono mezclado.

"

202 .~ Procedimjiento, segin lo especificado en

le reivindicacidn 188, caracterizado porque el origen de

nitrégeno es la urea,

-

21%.~ Procedimiento, segin lo especificado
en la reivindicacién 188, caracterizado porque el origen
de nitrégeno es una sal aménica,

228 .~ Procedimiento, segin lo especificado en
la reivindicacidn 158, y en la 20 o 21, caracterizado
porque el origen de nitrdgenc se disuelve en el agua.

232,- Procedimiento, segin lo especificado
en cualquiera de las reivindicaciones 18 a 22, caracteri-
z2do por permitir la preparacién de una composicién para
fomentar el desarrollo de las plantas en 1a que el com-
puesto activo y el origen de nitrégeno estén rresentes

en proporeién tal que la relacién de conpuesto activo a

" nitrégeno es de 1:320 a 1:640.

242 .~ Procedimiento de obtencidn de dcido

giverdlico y sus der

dos; tal y domo queda sustancial-

mente descrito en la yregente memo:ia que consta de
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