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DESCRIPCION
Mejoras relacionadas con la proteccién de las plantas

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a la proteccion de las plantas, en particular, al uso de composiciones
para el tratamiento de semillas para tratar semillas, para proteger las plantas frente a plagas.

Antecedentes de la invencién

[0002] Las enfermedades de los cultivos estan producidas por microorganismos patégenos de las plantas,
(por ejemplo, hongos, bacterias o virus) que pueden infectar la planta en diversas etapas del desarrollo, desde la
semilla latente a la planta madura. El ataque de diferentes patégenos da como resultado enfermedades muy
diferentes, desde la muerte del tejido rapida y a gran escala hasta infecciones crénicas a largo plazo. Las plagas de
los cultivos abarcan una amplia gama de animales, pero la mayor parte son invertebrados, que incluyen nematodos
y artropodos tales como insectos o acaros. Estas plagas se alimentan de los tejidos de las plantas, atacando
diferentes plagas a diferentes tejidos de diferentes maneras. Por ejemplo, por una parte, los nematodos pueden
sorber los contenidos de las células individuales de la raiz mientras que las grandes plagas de insectos pueden
masticar grandes extensiones de follaje.

[0003] Dejando de lado practicas de cultivo tales como la rotacién e higienizacion de cultivos, la mayor parte
de la proteccion de los cultivos ha dependido de la aplicacion de agentes (pesticidas, que es el término utilizado
contra plagas y enfermedades) que son directamente téxicos para los microbios que producen la plaga o
enfermedad. Por ejemplo, las plagas pueden tratarse utilizando insecticidas o nematicidas, las enfermedades
tratarse con agentes antimicrobianos, tales como fungicidas o bactericidas. Dependiendo del sitio de la infeccion o
ataque, los pesticidas se pueden aplicar al cultivo de numerosas formas, que incluyen las pulverizaciones foliares,
fungicidas para suelos o tratamientos de semillas. Con respecto al procedimiento de aplicacién, los pesticidas
convencionales pueden actuar mediante contacto directo con la plaga o el patégeno, o la planta puede absorberlos y
completar su funcién cuando se consumen los tejidos de la planta (por ejemplo, pesticidas sistémicos).

[0004] Cuando se usan pesticidas conocidos como tratamientos para semillas, las semillas se revisten con
agentes que se disefian para inhibir o interferir directamente con patégenos o plagas y estos se secan sobre las
semillas. Dichos tratamientos se desean principalmente para proporcionar proteccion directa frente a los patégenos
0 plagas que se trasmiten a través del suelo que atacan las semillas, plantulas o raices. En la mayoria de los casos,
la proteccién observada es transitoria y se deteriora a medida que el agente protector se degrada, diluye o localiza
en el suelo y las raices a medida que progresa el crecimiento.

[0005] Una desventaja de los pesticidas conocidos es que muchos son también toxicos para las especies no
diana, dando como resultado reducciones en la biodiversidad e incluso perjuicios a especies beneficiosas tales como
insectos polinizantes o predatorios. Ademas, existen riesgos para el consumidor relacionados con la posible
toxicidad para seres humanos de algunos pesticidas conocidos.

[0006] Se ha utilizado la modificacién genética como una alternativa a los pesticidas en la Gestion Integrada
de Plagas (IPM), que combina practicas de cultivo con el uso de parasitos o predadores de plagas como medio de
control bioldgico. Sin embargo cada una de las mismas tiene desventajas.

[0007] Una solucion adicional para el control de plagas intenta hacer uso de los sistemas de defensa
naturales de las plantas. Las plantas responden a una amplia gama de estimulos ambientales. Las respuestas
incluyen aquellas que proporcionan proteccidon contra las plagas (por ejemplo, herbivoros tales como insectos) y
patégenos (por ejemplo, hongos, bacterias, virus, etc.). Las respuestas de la planta a la plaga o al ataque de
patégenos se lleva a cabo mediante una cadena de acontecimientos que vinculan el reconocimiento inicial del
estimulo a cambios en las células de la planta que conducen en Gltimo extremo a la protecciéon. De esta manera, en
respuesta a la herida y al estimulo de la plaga/patégeno, existen acontecimientos locales y sistémicos inducidos, con
rutas de transduccion de la sefial que se producen en el sitio local, sefal(es) sistémicas que comunican los
acontecimientos locales en torno a la planta, y rutas de transduccion de la sefial que se producen en células
distantes que son respuestas a la(s) sefial(es) sistémica(s).

[0008] Las moléculas de sefializacion de las plantas juegan un papel central en estas respuestas inducidas a
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los estimulos ambientales, debido a que actlan como sefiales moleculares intermediarias que vinculan el ataque
al(a los) efecto(s) finales internos en la planta. Por ejemplo, en una variedad de especies vegetales, se sabe que se
acumula acido jasménico de forma transitoria tras una herida o ataque por parte de un herbivoro, y esta vinculado a
la activacion de genes sensibles a la herida. Otro ejemplo es durante las interacciones entre plantas y patégenos,
donde se sabe que el acido sialico aumenta en cantidad y se considera que es un regulador central de la resistencia
local y sistémica adquirida (SAR) y la activacion de genes relacionados con la defensa asociados con resistencia a
la enfermedad.

[0009] Se ha aplicado acido jasmonico (JA) como pulverizador foliar externo (y también como fungicida de la
raiz) para inducir resistencia a plagas de insectos en cultivos tales como tomate (Solanum lycopersicum) y parra. Sin
embargo, dichas aplicaciones foliares (y la raiz) de JA o sus derivados son propensas a producir un dafio directo al
cultivo, produciendo, por ejemplo, fitotoxicidad, y son demasiado caras para ser comercialmente viables.

[0010] EI documento US5977060 da a conocer el uso de la proteina Harpin de Erwinia amylovora para inducir
respuestas hipersensibles y de resistencia adquirida sistémica en cultivos para proporcionar proteccion a la
enfermedad frente a hongos que se propagan a través del suelo, nematodos y algunos insectos que atacan a las
plantulas jévenes en crecimiento. Sin embargo, la proteccién proporcionada frente a insectos mediante el remojo de
las semillas parece limitarse a los &fidos, es decir, los artrépodos que se alimentan de la savia. El remojo se aplica
antes de la siembra y parece que podria proporcionar proteccion real a la planta posponiendo el remojo de las
semillas en las siembras, aplicando eficazmente la proteina directamente en las siembras. Harpin tiene también la
desventaja de que es el resultado de una manipulacién genética que puede limitar mucho su uso en muchas zonas.

[0011] Se conoce el uso de acido jasménico como un remojo de las semillas aplicado a la germinacion de semillas
de guisante y melén, pero solo con el objetivo de proporcionar proteccién frente a la enfermedad flngica. La
proteccion transmitida a las plantas era limitada y probablemente ha derivado de transferir directamente el acido
jasmoénico a la simiente en germinacion.

[0012] Por ejemplo, Buzi y col. (J. Phytopathology, Vol. 152, 2004, paginas 34-42) se refieren a la induccion de
resistencia frente a una enfermedad transmitida a través del suelo en meléon mediante tratamientos de semillas con
acibenzolar-S-metilo y metil jasmonato.

[0013] EI documento WO 2005/074710 se refiere al tratamiento de semillas de guisante germinadas con
composiciones que pueden incluir acido metil jasmonico.

[0014] EI documento WO 2005/018319 se refiere a procedimientos para inhibir el crecimiento de organismos
patégenos, particularmente hongos, bacterias y/o insectos, en tejidos de plantas aplicando un regulador de la auxina
o del crecimiento de las plantas (PGR), que afecta al nivel de auxina en el tejido de la planta.

[0015] EI documento JP 2003034607 se refiere al tratamiento de semillas con microorganismos y un inductor, que
puede ser acido jasmonico, para proporcionar resistencia frente a la enfermedad transmitida a través de las semillas
y no se refiere a la induccién de resistencia a la plaga.

[0016] EI documento RU 2153794 se refiere a la preparaciéon del grano para un almacenamiento prolongado del
mismo frente deterioro debido a hongos, utilizando una mezcla de acido propiénico y acidos jasmonicos para formar
una pelicula sobre la superficie de la semilla de maiz.

[0017] El documento ES 2 129 371 se refiere a un procedimiento en el cual se puede tratar la semilla de maiz con
una composicién germicida (por ejemplo, un antifiingico) que incluye, entre otras, una baja concentraciéon de acido
jasmaénico como un aditivo opcional en una pelicula en el exterior de la semilla.

[0018] EI documento US 2005/0260182 se refiere a procedimientos para proteger plantas frente al ataque de un
patégeno vegetal y a procedimientos para inhibir el crecimiento bacteriano, el crecimiento fungico, la infeccién virica,
el crecimiento de organismos parasitos, y el crecimiento de células cancerosas utilizando antibioticos del péptido
coronamicina.

[0019] Amruthesh K.N. y col. (European Journal Of Plant Pathology, 111(2), 125-137, 2005) y Zinov'eva, S. V. y
col. (Doklady Akademii Nauk , 347(5), 711-713, 1996) se refiere al uso de acidos grasos insaturados para inducir
resistencia a la enfermedad en plantas.
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[0020] EIl documento W002055480 se refiere a la aplicacion de coronalon y los compuestos relacionados para
inducir resistencia a los patdgenos, incluyendo insectos. Coronalon es un analogo artificial (sintetizado
quimicamente) de coronatina que es un analogo de los conjugados de JA-aminoacidos, y que tiene actividad
biolégica similar, aunque no idéntica, a JA. Sin embargo, el coronalon se ha aplicado para el crecimiento de las
plantas, y, de esta manera, esta divulgacion es poco diferente a la de un pulverizador foliar de JA.

[0021] EI documento WO0141568 da a conocer el uso de pulverizadores de Cis-Jasmona para inducir emisiones
volatiles de plantas que repelen plagas de insectos y atraen insectos beneficiosos. De nuevo, esto se aplica
directamente a plantas en crecimiento.

[0022] De acuerdo con esto, la presente invencién esta destinada a resolver al menos una desventaja asociada
con la técnica anterior tanto se discuta en el presente documento como en otros.

Resumen de la invencién

[0023] De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de una composicién de
tratamiento de semillas para tratar una semilla no germinada a fin de inducir un mecanismo de resistencia en la
planta frente a una o mas plagas de invertebrados herbivoros en una planta en crecimiento de la que procede dicha
semilla con el fin de restringir el dafio a la planta originado por dichas plagas,

en el que la composicién de tratamiento de semillas comprende un agente de tratamiento seleccionado entre acido
jasmoénico (JA) o sus sales de jasmonato; éster metilico del acido jasmaonico (‘metil jasmonato’); conjugados de acido
jasménico-aminoacido L (unido mediante amida); acido 12-oxofitodienoico; coronatina (una amida del &cido
coronafanico con acido 2-etil-1-aminociclopropano carboxilico); coronafacoil-I-serina y coronafacoil-L-treonina;
ésteres metilicos de 1-oxo-indanoil-isoleucina y 1-oxo-indanoil-leucina, coronalon éster metilico del acido (2-[(6-etil-
1-oxo-indano-4-carbonil)-amino]-3-metil-pentanoico; o sus combinaciones.

[0024] Tal como se usa en el presente documento, el término “plagas” excluye “enfermedad”. Especificamente
excluidos del término “plagas” estan los patdgenos que incluyen hongos, bacterias y virus. Incluidos en el término
“plagas” estan invertebrados que incluyen nematodos, moluscos y artropodos tales como insectos y acaros.

[0025] Las plagas son invertebrados herbivoros, las plagas pueden comprender nematodos y/o moluscos y/o
artrépodos herbivoros. Las plagas pueden comprender plagas que se alimentan del follaje. Las plagas pueden
comprender plagas que se alimentan de la savia. EIl mecanismo que induce la resistencia de la planta puede actuar
de esta manera restringiendo el dafio de la planta debido a las plagas que se alimentan de la savia y el follaje. De
forma alternativa, o adicionalmente, las plagas pueden comprender plagas que se alimentan de otras partes de la
planta y el mecanismo que induce la resistencia de la planta puede actuar frente a dichas plagas. El
procedimiento/composicidon de tratamiento puede proporcionar proteccion frente a la enfermedad, que incluye
patégenos, tales como hongos, bacterias y virus, asi como frente a plagas.

[0026] Tal como se usa en el presente documento, el término “composicion de tratamiento de semillas” incluye
composiciones de revestimiento de semillas y composiciones para remojo de semillas.

[0027] De forma adecuada, la composicion de tratamiento de semillas comprende un remojo de la semilla. El uso
puede, de esta manera, comprender, el tratamiento de una semilla sumergiendo ésta en la composicién de
tratamiento de semillas.

[0028] La composicion de tratamiento comprende un agente de tratamiento seleccionado entre acido jasmonico
(JA) o: sus sales de jasmonato, tales como, por ejemplo, jasmonato de potasio o de sodio, éster metilico del acido
jasménico (‘metil jasmonato’); conjugados de acido jasménico-L-aminoacido (unidos a amida), tales como, por
ejemplo, el conjugado con isoleucina L o los conjugados con L-valina, L-leucina y L-fenilalanina, acido 12-oxo-
fitodienoico; coronatina (una amida de &cido coronafacico con acido 2-etil-1-aminociclopropano carboxilico);
coronafacoil-L-serina y coronafacoil-L-treonina; ésteres metilicos de 1-oxo-indanoil-isoleucina y 1-oxo-indanoil-
leucina; coronalon éster metilico del acido (2-[(6-etil-1-oxo-indano-4-carbonil)-amino]3-metil-pentanoico; o sus
combinaciones.

[0029] De forma adecuada, la composicién de tratamiento comprende un agente de tratamiento seleccionado

entre el grupo que consiste en: acido jasménico o sus sales de jasmonato, tales como, por ejemplo, jasmonato de
potasio o de sodio; éster metilico del acido jasmonico (‘metil jasmonato’); conjugados de acido jasmoénico-L-
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aminoacido (unido a amida), tales como, por ejemplo, el conjugado con L-isoleucina o los conjugados con L-valina,
L-leucina y L-fenilalanina; acido 12-oxo-fitodienoico; coronatina (una amida del acido coronafacico con acido 2-etil-1-
aminociclopropano carboxilico); coronafacoil-L-serina y coronafacoil-L-treonina, ésteres metilicos de 1-oxo-indanoil-
isoleucina y 1-oxo-indanoil-leucina; coronalon éster metilico del acido (2-[6(6-etil-1-oxo-indano-4-carbonil)-amino]-3-
metil-pentanoico, o sus combinaciones.

[0030] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende un Unico agente de tratamiento
seleccionado entre el grupo que consiste en: acido jasmonico o sus sales de jasmonato, tales como, por ejemplo,
jasmonato de potasio o de sodio, éster metilico del acido jasmoénico (‘metil jasmonato’); conjugados de &cido
jasmonico-L-aminoacido (unidos a amida), tales como, por ejemplo, el conjugado con L-isoleucina o los conjugados
con L-valina, L-leucina y L-fenilalanina; acido 12-oxo-fitodienoico, coronatina (una amida de acido coronafacico con
acido l-oxo-indanoil-isoleucina; y coronalon (éster metilico del acido (2-[(6-etil-1-oxo-indano-4-carbonil)-amino]3-
metil-pentanoico).

[0031] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende acido jasmoénico (JA) como agente de
tratamiento. De forma adecuada, la composicién de tratamiento comprende acido jasmonico (JA) como el Unico
agente de tratamiento.

[0032] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende metil jasmonato (MeJA) como agente de
tratamiento. La composicidon de tratamiento puede comprender metil jasmonato (MeJA) como el Gnico agente de
tratamiento.

[0033] Se cree que acido jasmonico (JA) es un regulador ubicuo de las respuestas al ataque de insectos
herbivoros en plantas. Se entiende que forman parte de una ruta de sefializacion para la defensa de la planta a larga
distancia y cuando se aplica de forma exdgena (a los tejidos foliares o a las raices) puede inducir respuestas
relacionadas con la defensa a los artrépodos y otras plagas con el fin de reducir el dafio realizado en el momento del
ataque y la probabilidad de un futuro ataque. Se entiende que la ruta octadecanoide que conduce a la biosintesis de
JA esta vinculada a la activacion de las respuestas de defensa de las plantas.

[0034] Sin embargo, dada la comprensidn actual de la induccién de las defensas de las plantas frente al ataque de
las plagas, se esperaria que aplicando compuestos que inducen los sistemas de defensa de la semilla se podria
proteger el crecimiento de la planta del ataque de la plaga durante un periodo extendido. La transicion de la semilla a
la planta en crecimiento implica una mayor reprogramacién metabdlica y la produccion de tejidos no presentes en la
semilla, incluso en una forma meristematica. A pesar de esto, las respuestas de defensa mediadas por &cido
jasmonico frente a los insectos herbivoros que pueden inducirse por la presente invencion pueden ser
sorprendentemente eficaces. De forma también sorprendente, la posterior germinacion de las semillas tratadas
puede ser inhibida de forma sustancial mediante el procedimiento de tratamiento.

[0035] De forma sorprendente, los presentes inventores han encontrado que aplicar una composicion de
tratamiento a las semillas puede inducir elementos de las defensas naturales que se dirigen a las plagas de las
plantas germinadas procedentes de las semillas tratadas. Esto puede ser el caso durante bastante tiempo después
de la germinacion, lo que no es algo siempre esperado. Esto puede ser asi incluso cuando el agente de tratamiento
se aplica a bajas concentraciones a la semilla y puede dar como resultado un control persistente de la plaga durante
muchas semanas, mucho tiempo después de que el compuesto activo se ha degradado de forma natural. De forma
inesperada, se ha encontrado que cuando se aplica a la semilla no germinada, puede inducirse proteccion en la
planta en crecimiento posterior.

[0036] De forma adecuada, la resistencia frente a la plaga esta producida por un mecanismo de defensa que esta
regulado por la ruta de la oxilipina (conocida también como la ruta del jasmonato o la ruta octadecanoide).

[0037] De forma adecuada, la composicion de tratamiento de semillas comprende una composiciéon acuosa. La
composicion de tratamiento puede comprender un disolvente no acuoso, de manera adecuada un alcohol, por
ejemplo etanol.

[0038] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende un agente de tratamiento, por ejemplo,
acido jasmoénico, a una concentracion de al menos 10 uM, por ejemplo 1 mM o mas. La composicion de tratamiento
puede comprender un agente de tratamiento, por ejemplo, acido jasmonico, a una concentracion de entre 10 uM, y
50 mM, de manera adecuada de entre 0,1 mM y 15 mM, por ejemplo, de entre 1 mM y 5 mM. La composicion de
tratamiento puede comprender un agente de tratamiento en una cantidad de hasta 10 mM.
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[0039] La composicion de tratamiento puede comprender un agente de tratamiento en una cantidad de al menos
0,1 mM, por ejemplo, al menos: 0,5 mM; 1,0 mM; 1,5 mM; 2,0 mM; 2,5 mM; 3,0 mM; 3,5 mM; 4,0 mM; 4,5 mM; 5,0
mM; 6,0 mM; 7,0 mM; 8,0 mM; 9,0 mM; o0 10 mM.

[0040] La composicién de tratamiento puede comprender un agente de tratamiento en una cantidad no mayor de
15 mM, por ejemplo, no mayor de. 14 mM, 13 mM, 12,5 mM, 12,0 mM, 11,5 mM, 11,0 mM, 10,5 mM, 10,0 mM, 9,5
mM, 9,0 mM, 8,0 mM, 7,0 mM o 6,0 mM.

[0041] La composicion de tratamiento puede comprender un disolvente no acuoso, de forma adecuada un alcohol,
en una concentracién de al menos 1 mM. La composicion de tratamiento puede comprender un disolvente no
acuoso, de forma adecuada un alcohol, en una concentracion de entre 1 mM y 100 mM, de manera adecuada entre
10 mMy 100 mM, por ejemplo, entre 30 mM y 50 mM.

[0042] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende agua y un agente de tratamiento y, de
manera adecuada también, un disolvente no acuoso, de forma adecuada alcohol. De manera adecuada, al menos
un 95% en peso, por ejemplo, al menos un 99% en peso de la composicién de tratamiento puede consistir en agua,
un agente de tratamiento y alcohol. De forma adecuada, la composicion de tratamiento consta de agua, un agente
de tratamiento y alcohol. La composicién de tratamiento puede consistir en agua, etanol y acido jasmaénico.

[0043] EI uso comprende aplicar una composicién de tratamiento de semillas a una semilla no germinada que
puede ser una semilla latente.

[0044] De forma adecuada, el uso comprende aplicar una composicién de tratamiento de semillas en condiciones
gue impiden la germinacion. La composicion de tratamiento de semillas se puede aplicar a una semilla en
condiciones de temperatura baja y/u oscuridad.

[0045] De forma adecuada, la composicién de tratamiento de semillas se aplica a una semilla a una temperatura
de 10° C o menos, por ejemplo 9° C, 8° C, 7° C, 6° C, 5° C 0 4° C 0 menos. De forma adecuada, la semilla se retiene
a dicha temperatura mediante el procedimiento de tratamiento.

[0046] De forma adecuada, el uso comprende mantener una semilla en un estado sin germinaciéon durante el
tratamiento mediante el uso de temperaturas frias, de forma adecuada de menos de 10° C pero mayores que el
punto de congelacion de la composicion de tratamiento.

[0047] De forma adecuada, el uso comprende poner una semilla en contacto con una composicién de tratamiento
de semillas durante un periodo de 1 hora o mas, de forma adecuada durante un periodo de al menos 6 horas, por
ejemplo, al menos 12 horas. De manera adecuada, el uso comprende poner una semilla en contacto con una
composicion de tratamiento de semillas durante entre 1 hora y 72 horas, de forma adecuada, durante entre 6 horas y
48 horas, por ejemplo, alrededor de 24 horas.

[0048] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende un liquido aplicado a la semilla, por ejemplo,
una semilla mojada. De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende acido jasménico aplicado como
un liquido.

[0049] De forma alternativa, se puede aplicar la composicion de tratamiento como un granulado, polvo, suspension
o vapor. El agente de tratamiento puede comprender, por ejemplo metil jasmonato aplicado como vapor.

[0050] Si se aplica como un polvo, la composicién de tratamiento puede comprender un agente de adherencia. Si
se aplica como una suspension, la suspension puede comprender tanto un polvo humectable, polvo dispersable en
agua o suspensiones de microencapsulacion/capsula. Si se aplica como un liquido, entonces, un concentrado puede
requerir dilucién antes de la aplicacion a la semilla. Los revestimientos de semillas derivados de acido jasménico o
jasmonato pueden, por ejemplo, aplicarse facilmente como un liquido, pero podrian aplicarse también como un
granulado o suspension si se diluyen suficientemente con una carga tal como arcilla para evitar una aplicacion en
exceso.

[0051] Para revestir semillas con una composicion de tratamiento, la composiciébn puede mezclarse

mecanicamente con las semillas para asegurar una cobertura uniforme y puede valorarse cualquier humedad para
evitar estimular la estimulacion prematura de la germinaciéon. Las variantes del procedimiento de revestimiento
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pueden implicar aplicar algunos tratamientos diferentes a la semilla al mismo tiempo mediante la formulacion (en la
que estos tratamientos son compatibles con respecto a sus medios de aplicacién o aplicar algunos tratamientos
diferentes de forma consecutiva para desarrollar una serie de capas de tratamiento en un procedimiento conocido
como granulacion. Uno de algunos polimeros bien conocidos u otros revestimientos se pueden aplicar para sellar la
semilla contra el empolvado, y si se necesita, colorear también la semilla para la identificacién.

[0052] De forma adecuada, el uso comprende humedecer una semilla de forma parcial o completa, lo mas
adecuado de forma completa, sumergiendo una semilla en una composicién de tratamiento. De manera adecuada,
el uso comprende sumergir una semilla en una composicion de tratamiento de tal manera que la semilla se ponga en
contacto con la composicién durante un periodo de al menos 1 hora tal como se ha detallado anteriormente.

[0053] De forma adecuada, el uso comprende secar una semilla posteriormente a la aplicacion de la composicion
de tratamiento a la semilla. El uso puede comprender dejar que la semilla se seque naturalmente. De forma
alternativa, el uso comprende aplicar calor para secar la semilla. De forma adecuada, secar la semilla posteriormente
a la aplicacién de la composicion de tratamiento y antes de la germinacion no impide la induccién de los
mecanismos de resistencia de la planta.

[0054] El uso puede comprender lavar una semilla posteriormente a la aplicacion de la composicién de tratamiento
a la semilla. El uso puede comprender lavar la semilla con agua. El uso puede comprender sumergir de forma parcial
0 completa, lo mas adecuado de forma completa, la semilla en agua. El uso puede comprender lavar la semilla entre
la etapa de aplicar la composicién de tratamiento a la semilla y una etapa de secar la semilla. De forma adecuada,
lavar la semilla posteriormente a la aplicacion de la composicion de tratamiento y antes de que la germinacion no
impida la induccién de los mecanismos de resistencia de la planta.

[0055] De forma adecuada, se puede almacenar una semilla tratada durante al menos 24 horas antes de que se
siembre. De forma adecuada, una semilla tratada puede almacenarse sustancialmente de la misma manera que la
semilla no tratada antes del uso. Una semilla tratada puede almacenarse durante al menos 24 horas antes de que se
inicie la germinacion, de forma adecuada al menos 72 horas, por ejemplo, una semana o mas. Una semilla tratada
puede, por ejemplo, almacenarse durante un mes o mas antes de sembrarse y de iniciarse la germinacién. De forma
adecuada, almacenar la semilla posteriormente a la aplicacion de la composicion de tratamiento y antes de la
germinacion no impide la induccion de los mecanismos de resistencia de la planta. Una semilla tratada puede, de
esta manera, almacenarse durante una semana o mas antes de que se inicie la germinacion sin impedir la induccién
de los mecanismos de resistencia de la planta.

[0056] De forma adecuada, una semilla tratada de acuerdo con la invenciébn procede de una planta
monocotiledénea o dicotiledénea. De forma adecuada, una semilla tratada de acuerdo con la invencién procede de
un cultivo hortofruticola o agricola. El cultivo puede ser un cultivo en crecimiento para fines comerciales.

[0057] De forma adecuada, el uso comprende aplicar una composicion de tratamiento de tal manera que la
resistencia frente a las plagas en una planta en crecimiento procedente de una semilla tratada esté producida por
mecanismos de defensa que estan regulados por la ruta de la oxilipina (conocida también como la ruta del
jasmonato o la ruta octadecanoide).

[0058] Se indujo el mecanismo de resistencia debido al tratamiento de la semilla. No se indujo la resistencia frente
a las plagas Unicamente por arrastre de la composiciéon en la planta germinada procedente de la semilla tratada. Se
indujo el mecanismo de resistencia debido al tratamiento de la semilla mas bien que debido a la composicién de
tratamiento procedente de la semilla en una planta en germinacion.

[0059] De forma adecuada, una planta germinada procedente de una semilla tratada de acuerdo con el uso puede
presentar resistencia al dafio de la plaga al menos 1 semana después de la germinacion, de forma adecuada al
menos 2 semanas, por ejemplo; 3; 4; 5; 6; 7 u 8 semanas 0 mas después de la germinacion.

[0060] De forma adecuada, una planta germinada procedente de una semilla de acuerdo con el uso puede
presentar mayor resistencia al dafio de la plaga que otra planta germinada de otra forma equivalente procedente de
una semilla no tratada

[0061] De forma adecuada, una planta germinada procedente de una semilla tratada de acuerdo con el uso puede
actuar reduciendo la supervivencia de una plaga y/o reduciendo el dafio a la planta de la plaga y/o reduciendo la
reproduccion de una plaga.
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[0062] La composicién de tratamiento de semillas puede inducir un mecanismo de resistencia de la planta frente a
una o mas plagas en una planta en crecimiento procedente de dicha semilla que restringe la supervivencia de la
plaga y/o el nimero de plagas y/o el crecimiento de la plaga y/o la reproduccién de la plaga.

[0063] De forma adecuada, una planta localizada en la proximidad de una planta germinada procedente de una
semilla tratada de acuerdo con el uso puede reducir también el riesgo de dafio de la planta por las plagas. De forma
adecuada, la produccion de compuestos de sefializacién volatiles de la planta producidos por una planta procedente
de una semilla tratada de acuerdo con la invencion puede proporcionar resistencia frente al dafio de la plaga en
plantas casi sin tratar.

[0064] De forma adecuada, no existen problemas asociados con la fitotoxicidad en plantas germinadas
procedentes de las semillas tratadas.

[0065] De forma adecuada, no existen problemas asociados con la germinacion de las semillas tratadas.

[0066] De forma adecuada, el uso evita sustancialmente el uso produciendo efectos perjudiciales sobre las
plantas, o el rendimiento o la calidad para producir la planta es el crecimiento para producir, el crecimiento
procedente de la semilla tratada. De forma adecuada, el uso es tal que la fitotoxicidad en una planta en crecimiento
procedente de una semilla tratada se evita sustancialmente.

[0067] Se describe en el presente documento una semilla a partir de la cual puede crecer una planta resistente al
dafio de la plaga, en el que la semilla comprende una semilla tratada con una composicion de tratamiento de
semillas para inducir un mecanismo de resistencia de la planta frente a una o mas plagas en una planta en
crecimiento procedente de dicha raiz con el fin de restringir el dafio a la planta debido a plagas.

[0068] La semilla es una semilla no germinada. De forma adecuada, la semilla comprende una semilla no
germinada capaz de una posterior germinacion.

[0069] Se describe en el presente documento una composicion de tratamiento de semillas que induce un
mecanismo de resistencia de la planta frente a una o mas plagas en una planta en crecimiento procedente de dicha
semilla tratada con el fin de restringir el dafio a la plante debido a plagas.

[0070] La composicion de tratamiento comprende un agente de tratamiento seleccionado entre acido jasmonico
(JA) o sus sales de jasmonato, tales como, por ejemplo, jasmonato de potasio o de sodio; éster metilico del acido
jasmonico (‘metil jasmonato’); conjugados de acido jasmonico-L aminoacido (unidos a amida), tales como, por
ejemplo, el conjugado con L-isoleucina o los conjugados con L-valina, L-leucina y L-fenilalanina; acido 12-oxo-
fitodienoico; coronatina (una amida del acido coronafacico con acido 2-etil-1-aminociclopropano carboxilico);
coronafacoil-L-serina y coronafacoil-L-treonina; ésteres metilicos de 1-oxo-indanoil-isoleucina y 1-oxo-indanoil-
leucina; coronalon éster metilico del acido (2-[(6-etil-1-oxo-indano-4-carbonil)-amino]-3-metil-pentanoico); o sus
combinaciones.

[0071] De forma adecuada, la composiciéon de tratamiento comprende un agente de tratamiento seleccionado
entre el grupo que consiste en acido jasménico o sus sales de jasmonato, tales como, por ejemplo, jasmonato de
potasio o de sodio; éster metilico del acido jasmoénico (‘metil jasmonato’); conjugados de &acido jasmoénico-L
aminoéacido (unidos a amida), tales como, por ejemplo, el conjugado con L-isoleucina o los conjugados con L-valina,
L-leucina y L-fenilalanina; acido 12-oxo-fitodienoico; coronatina (una amida del acido coronafécico con acido 2-etil-1-
aminociclopropano carboxilico); coronafacoil-L-serina y coronafacoil-L-treonina; ésteres metilicos de 1-oxo-indanoil-
isoleucina y 1-oxo-indanoil-leucina; coronalon éster metilico del acido (2-[(6-etil-1-oxo-indano-4-carbonil)-amino]-3-
metil-pentanoico); o sus combinaciones.

[0072] De forma adecuada, la composicion de tratamiento comprende &cido jasmonico (JA) como agente de
tratamiento.

[0073] De forma adecuada, la composiciéon de tratamiento comprende una composicién acuosa. La composicion
de tratamiento puede comprender un disolvente no acuoso, de forma adecuada un alcohol, por ejemplo, etanol.

[0074] De forma adecuada, la composicién de tratamiento comprende agua y un agente de tratamiento y de
manera adecuada también un disolvente no acuoso, de forma adecuad un alcohol. De manera adecuada, la
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composicion de tratamiento consiste esencialmente en agua, un agente de tratamiento y un disolvente no acuoso.
De forma adecuada, la composicién de tratamiento consiste esencialmente en agua, un agente de tratamiento y
alcohol.

[0075] Se describe en el presente documento un procedimiento para proporcionar una planta con resistencia al
dafio debido a plagas, comprendiendo el procedimiento aplicar una composicion de tratamiento de semillas a una
semilla y posteriormente hacer crecer una planta procedente de dicha semilla, en el que la composicién de
tratamiento induce un mecanismo de resistencia de la planta frente a una o mas plagas en dicha planta en
crecimiento procedente de dicha semilla tratada para restringir el dafio a la planta debido a plagas.

[0076] De forma adecuada, dicha planta comprende una mayor resistencia a las plagas que una planta en
crecimiento de otra forma equivalente procedente de una semilla no tratada.

[0077] De esta manera, de acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de una
composicion de tratamiento de semillas para tratar una semilla con el fin de inducir un mecanismo de resistencia de
la planta frente a una o mas plagas en una planta en crecimiento procedente de dicha semilla de tal manera que se
restrinja el dafio a la planta debido a plagas, tal como se ha descrito anteriormente.

[0078] De forma adecuada, la resistencia frente a las plagas esta producida por un mecanismo de defensa que
esta regulado por la ruta de la oxilipina (conocida también como la ruta del jasmonato o la ruta octadecanoide).

[0079] De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el uso de una composicion
de tratamiento de semillas tal como se ha descrito anteriormente, para tratar una semilla con el fin de inducir un
mecanismo de resistencia de la planta frente a una o mas plagas en una planta en crecimiento procedente de dicha
semilla a fin de restringir la supervivencia de la plaga y/o el nimero de plagas y/o el crecimiento de la plaga y/o la
reproduccion de la plaga.

[0080] De forma adecuada, la resistencia frente a las plagas esta producida por un mecanismo de defensa que
esta regulado por la ruta de la oxilipina (conocida también como la ruta del jasmonato o la ruta octadecanoide),

Breve descripcién de los dibujos

[0081] La presente invencion se ilustrara ahora por medio de ejemplos con referencia a los dibujos que la
acompafian en los que:

La Fig. 1. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre el dafio de las arafias rojas a plantas de
tomate;

La Fig. 2. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre poblaciones de arafia roja;

La Fig. 3. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la produccion de huevos en poblaciones
de arafia roja;

La Fig. 4. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la alimentacion de orugas de Manduca
sexta;

La Fig. 5. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre las poblaciones de Myzus persicae en
pimiento dulce (Capsicum annuum);

La Fig. 6. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre poblaciones de arafia roja en plantas
casi sin tratar;

La Fig. 7. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la reproduccion de la arafia roja en
plantas casi sin tratar;

La Fig. 8. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre las poblaciones de Myzus persicae en
tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”);

La Fig. 9. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la alimentacion de orugas de Spodoptera
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exempta sobre maiz;

La Fig. 10. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la alimentaciéon de orugas de
Spodoptera exempta sobre maiz;

La Fig. 11. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre poblaciones de Myzus persicae en
tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”) cuando las semillas tratadas se sembraron después de dos meses de
almacenamiento;

La Fig. 12. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la germinacion de las semillas de
tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”) 7 dias después de la siembra;

La Fig. 13. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la altura de la planta de tomate
(Solanum lycopersicum cv “Carousel”) en cosechas semanales;

La Fig. 14. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre el nimero de frutos por planta de
tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”) en cosechas semanales;

La Fig. 15. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre el peso del fruto seco de tomate
(Solanum lycopersicum cv “Carousel”) en cosechas semanales.

La Fig. 16. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con MeJA sobre las poblaciones de Myzus persicae
en tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”);

Descripcion detallada de la invenciéon

Preparacién de disoluciones de acido jasmonico (JA) y metil jasmonato (MeJA)

[0082] Se prepararon disoluciones de acido jasmoénico (JA) y metil jasmonato (MeJA) inmediatamente antes del
tratamiento de las semillas.

[0083] Para preparar la disolucion de acido jasmonico, se disolvieron 250 mg de JA en 1 ml de etanol y se
prepararon hasta un volumen de 400 ml con agua desionizada para dar una disolucién de JA 3 mM en etanol 42,8
mM tal como sigue:

1. Se registré la masa de acido jasménico en un vial de 250 mg de JA (Sigma-Aldrich) de la etiqueta del vial.

2. Se retir6 la etiqueta y se usé acetona para eliminar también toda la cola de la parte externa del vial.

3. Tras dejar el vial secar durante 5 minutos se pes6 con precision de mg.

4. Se llen6 un matraz de 500 ml de volumen con agua desionizada hasta la linea.

5. Se retiraron 5 ml de agua del matraz aforado utilizando una pipeta Gilson de 1000 pl y a continuaciéon 100 ml mas
utilizando una pipeta analitica de 100 ml.

6. Se afiadi6 1 ml de etanol al vial de JA utilizando una pipeta Gilson de 1000 pl, se cambi6 el tapon del vial y se
agito el vial para disolver el JA. Es necesario el uso de etanol ya que JA no se disolvié directamente en agua.

7. A continuacion se transfirié el contenido del vial al matraz de 500 ml de volumen utilizando una pipeta Gilson de
1000 pl.

8. Se afiadié 1 ml de agua desionizada al vial vacio utilizando una pipeta Gilson de 1000 pl, se cambi6 el tapén del
vial y se agité de nuevo el vial vigorosamente.

9. A continuacion se transfirié el contenido del vial al matraz de 500 ml de volumen utilizando una pipeta Gilson de
1000 pl.

10. Se repitieron las etapas 8 y 9, 3 veces mas.
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11. Se coloco el tapdén al matraz aforado (conteniendo ahora 400 ml de liquido y 250 mg de JA) y se agitd
vigorosamente.

12. Se secb el vial hasta peso constante en un horno a 150° C y se registrd su peso.

13. Se calcul6 la concentracion de JA en el matraz aforado a partir de la diferencia de peso entre las dos pesadas
del vial.

[0084] Se prepar6 una disolucion de JA 1,5 mM diluyendo la disolucion de JA 3 mM 2 veces con agua desionizada
gue contenia etanol 42,8 mM. Se preparé una variedad de concentraciones diferentes para el Ejemplo 9 de acuerdo
con el procedimiento anterior con las cantidades modificadas adecuadamente.

[0085] Se prepar6 una disolucion de MeJA 3,0 mM utilizando sustancialmente el mismo procedimiento tal como se
ha descrito anteriormente pero usando MeJA en lugar de JA. Para producir la disolucion de MeJA se disolvieron 269
mg de MeJA en 1 ml de etanol y se prepararon hasta un volumen de 400 ml con agua desionizada para dar una
disolucion de MeJA 3 mM en etanol 42,8 mM.

Tratamiento de la semilla — Visién general

[0086] Se trataron semillas de tomate, pimienta, maiz y trigo con disoluciones de JA 3 mM o JA 1,5 mM o con metil
jasmonato 3 mM (MeJA) o con agua desionizada que contenia etanol 42,8 mM (control) mediante inmersion
completa de hasta 40 semillas en una placa Petri de disolucién envuelta en aluminio durante un periodo de 24 horas
a 4° C en un frigorifico. Se utilizé una temperatura de 4° C para evitar la degradacion de las disoluciones de acido
jasmoénico y para evitar la germinacion de las semillas.

[0087] A continuacion se retiraron las semillas de la disoluciéon de tratamiento y se lavaron en 1 litro de agua
desionizada durante 5 minutos para eliminar el revestimiento de JA o MeJA de la parte externa de las semillas.

Crecimiento y estimulo de las plantas de tomate, pimienta, maiz y trigo — Visién general

[0088] Las semillas de tomate se sembraron en bloques de lana mineral y se hicieron crecer en mantillo de turba
en invernaderos a 12° C-28° C bajo luz artificial en un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad durante 48, 56
0 70 dias.

[0089] Las semillas de pimienta se sembraron en un mantillo de turba y se hicieron crecer en invernaderos sin
calentar en condiciones ambientales en el verano.

[0090] Las semillas de trigo y maiz se sembraron en un mantillo de turba y se hicieron crecer en invernaderos sin
calentar con iluminacion suplementaria (lamparas SON-T de 600 W, durante 16 horas por dia), en el otofio.

[0091] A continuacidn se estimularon las plantas de tomate con Tetranychus urticae (arafia roja de dos manchas),
a las que se dej6 alimentarse durante 9 dias, orugas de Manduca sexta (esfingido del tabaco) a las que se dej6
alimentarse durante 4 dias o Myzus persicae (afido), a las que se dejé alimentarse durante 10 o 12 dias. En cada
caso, estos organismos se restringieron a la planta sobre la cual se habian colocado originalmente. Se estimularon
plantas de pimienta con Myzus persicae (afido), a las que se dejé alimentarse durante 2 semanas, se estimularon
maiz y plantas de trigo con orugas de Spodoptera exempta a las que se dejo alimentarse durante 2 dias (maiz) o 3
dias (trigo).

[0092] Se midi6 el efecto del Tetranychus urticae sobre las plantas por medio del recuento del nimero de acaros
vivos y muertos en cada planta y del nimero de huevos de acaros presente utilizando un microscopio de diseccion.

[0093] Se determiné el efecto de Myzus persicae sobre las plantas mediante el recuento de la poblacion de afidos
en cada planta en un microscopio de diseccién con un aumento x 10.

[0094] Se determind el efecto de Manduca sexta o Spodoptera exempta en plantas mediante la medida del area
comida de la hoja, utilizando la medida realizada por un medidor del area de la hoja.

Ejemplo 1
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[0095] Se trataron las semillas de una variedad de tomate hibrido F1 comercial de Reino Unido (cv Carousel) tanto
con &cido jasmonico 1,5 mM como 3,0 mM de (JA) y etanol 42,8 mm en H,O desionizada durante un periodo de 24
horas a 4° C en la oscuridad. A continuacion se retiraron las semillas de la solucién y se lavaron en H,O desionizada
para retirar el revestimiento de JA de la parte externa de la semilla. A continuacion las semillas se pusieron a
germinar de una manera comercial utilizando bloques de lana mineral y se hicieron crecer en condiciones de
invernadero adecuadas para este cultivo. Se estimularon las plantas con arafas rojas de dos manchas (Tetranychus
urticae) 7 semanas después del tratamiento, una plaga comin del cultivo, actuando aqui como un “modelo
herbivoro”.

[0096] El dafio visual producido por el ataque de la arafia roja /el punteado palido caracteristico de la superficie de
la hoja debido a la actividad de alimentacién de la plaga) se redujo sustancialmente (Figura 1 — Control y JA 3,0 mM
solo). La resistencia observada inducida fue significativa incluso 8 semanas después de la aplicaciéon del JA a las
semillas.

[0097] Se ha observado que hubo una significativa reduccion en la poblacién de arafias rojas de dos manchas
(Tetranychus urticae) sobre las hojas de las plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA en
comparacion con las poblaciones sobre las plantas del control (Figura 2). Las plantas del control se colocaron
alejadas al menos 10 metros de cualquier planta tratada con JA y los datos ilustrados son promedios de 10 réplicas
+/. El error estandar del promedio.

[0098] Se ha observado ademas que hubo una reduccién significativa en la tasa de reproduccién de las arafias
medida por la produccién de huevos (Figura 3), en comparacién con las plantas del control. Las plantas del control
se colocaron al menos 10 metros lejos de cualquier planta tratada con JA y los datos ilustrados son promedios de 10
réplicas +/- el error estandar del promedio.

[0099] La Fig. 2., muestra el efecto de los tratamientos de semillas con JA sobre poblaciones de arafia roja, en que
las leyendas son como sigue:

X2 = Concentracion de JA en el tratamiento de la semilla (mM); e
Y2 = NUmero de arafias vivas

[0100] La Fig. 3. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la producciéon de huevos en
poblaciones de arafia roja, en que las leyendas son como sigue:

X3 = Concentracion de JA en el tratamiento de semillas (mM); e

Y3 = Huevos producidos por una hembra adulta

Ejemplo 2

[0101] Se trataron las semillas de una variedad de tomate hibrido comercial de Reino Unido (cv. Carousel) con
acido jasmonico (JA) 1,5 mM y las plantas se hicieron crecer en condiciones adecuadas para este cultivo (tal como
se ha descrito en el ejemplo 1). Ocho semanas después del tratamiento de las semillas, las plantas en crecimiento
procedentes de las semillas tratadas se estimularon con un insecto herbivoro masticador de hojas colocando por
igual dos tercios de orugas de la polilla de Manduca sexta (esfingido de tabaco) en la quinta hoja. El area de la hoja
gue permanece tras la alimentacion fue significativamente mayor en plantas que crecian a partir de semillas tratadas
con JA que los controles (Figura 4). Ademas, las orugas que se alimentaban de las hojas de plantas que crecian a
partir de semillas tratadas con JA crecieron un 20% menos que las que se alimentaban de los controles. Las semillas
del control se trataron con la disolucion de etanol adecuada pero se mantuvieron cercanas a las plantas en
crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados son promedios de 10 réplicas +/- el
error estandar del promedio.

[0102] La Fig. 4. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la alimentacién de orugas de
Manduca sexta, en que las leyendas son como sigue:

X4 = Semiillas tratadas con C = Control y tratadas con JA = acido jasmonico; e

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2423012713

Y4 = Area de la hoja tras la alimentacion (sz)

Ejemplo 3

[0103] En experimentos en que las semillas de pimienta dulce (Capsicum annuum, cv Biscayne) se trataron con
acido jasmonico (JA) 1,5 mM, y las plantas crecieron en condiciones adecuadas para este cultivo (tal como se ha
descrito en la Vision general). Ocho semanas después del tratamiento de las semillas, las plantas que crecian a
partir de las semillas tratadas se estimularon con el &fido Myzus persicae. Se dejé que los afidos se alimentaran de
las plantas durante dos semanas y a continuaciéon se midié el crecimiento de la poblaciéon de afidos durante este
periodo. Hubo una reduccién significativa (p < 0,001) en la tasa de crecimiento de la poblacion de afidos en las
plantas en crecimiento a partir de las semillas tratadas con JA (Figura 5). Las semillas del control se trataron con la
disolucién de etanol adecuada, pero se mantuvieron cercanas a las plantas en crecimiento procedentes de las
semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados son promedios de 10 réplicas +/- el error estandar del promedio, y se
ajustaron las lineas a las curvas de crecimiento, que proporcionan tasas de crecimiento de la poblacion de 0,19 +/-
0,011 para los controles y 0,11 +/- 0,016 para las tratadas con JA.

[0104] La Fig. 5. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA en poblaciones de Myzus persicae en
pimienta dulce (Capsicum annuum), en gque las leyendas son como sigue:

X5 = Dias después de introducir los &fidos; y

Y5 = Numero de afidos con C = Control y JA = tratadas con &cido jasmoénico

Ejemplo 4

[0105] En experimentos en que se hicieron crecer plantas de tomate (cv Carousel) en las mismas condiciones y se
expusieron al mismo estimulo con arafias rojas de dos manchas (Tetranychus urticae) tal como se ha descrito en el
ejemplo 1, hubo una significativa reduccion en la poblacion de T. urticae en plantas que no habian recibido
tratamiento con JA pero que habian crecido al lado de plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas
tanto con &cido jasmoénico (JA) 1,5 o 3,0 mM. Se observé el efecto en comparacion con los controles localizados al
menos 10 metros mas lejos. (Figura 6). Los datos ilustrados son promedios de 10 réplicas +/- el error estandar del
promedio.

[0106] Se observé también que existia una significativa reduccion en la tasa reproductora de la arafia (medida por
la produccion de huevos) en las plantas que no habian recibido tratamiento con JA, pero que habian crecido al lado
de plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas tanto con acido jasmoénico (JA) 1,5 o 3,0 mM. Se
observé de nuevo el efecto en comparacion con los controles localizados al menos 10 metros mas lejos (Figura 7).
Los datos ilustrados son promedios de 10 réplicas +/- el error estandar del promedio.

[0107] La Fig. 6 muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre las poblaciones de arafia roja en
plantas casi no tratadas, en que las leyendas son como sigue:

X6 = Tratamiento, con VC = control virgen, N1,5 = proximo al tratamiento de semillas 1,5 mM y N3,0 = préximo al
tratamiento de semillas 3,0 mM, e

Y6 = Numero de arafias vivas

[0108] La Fig. 7 muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la reproduccion de la arafia roja
en plantas casi no tratadas, en que las leyendas son como sigue:

X7 = Tratamiento, con VC = control virgen, N1,5 = proximo al tratamiento de semillas 1,5 mM y N3,0 = préximo al
tratamiento de semillas 3,0 mM; e

Y7 = Huevos producidos por una hembra adulta

Ejemplo 5

[0109] Se trataron semillas de una variedad de tomate hibrido F1 comercial de reino Unido (cv. Carousel) con
acido jasmonico (JA) 3,0 mM y etanol 42,8 mM en H,O desionizada durante un periodo de 24 horas a 4° C en la
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oscuridad. A continuacién se retiraron las semillas de la solucién y se lavaron solo en H;O desionizada para eliminar
el revestimiento de JA en la parte externa de la semilla, y se hicieron crecer las plantas en las condiciones
adecuadas para este cultivo (tal como se ha descrito en la Visién general). Diez semanas después de la siembra, se
estimularon las plantas con el afido Myzus persicae. Se dejé que se alimentaran los acidos en las plantas durante
doce dias y se compard la poblacién de afidos con las plantas del control. Hubo una significativa reduccién (p < 0,05)
en la poblacion de afidos sobre las plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA (Figura 8). Se
trataron las semillas del control con la disolucién de etanol adecuada pero se mantuvieron cercanas a las plantas en
crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados son promedios de 15 réplicas +/- el
error estandar del promedio.

[0110] La Fig. 8., muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre las poblaciones de Myzus
persicae en tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”), en que las leyendas son como sigue:

X8 = Dias después del primer ataque de afidos; e

Y8 = Numero de afidos (tratados como % del control)

Ejemplo 6

[0111] Se trataron las semillas de maiz cv. Earligold con acido jasménico (JA) 1,5 mM, y las plantas crecieron en el
invernadero (tal como se ha descrito en el Ejemplo 1). En la etapa de la borla (aproximadamente 10 semanas
después del tratamiento de la semilla), se estimularon las plantas con un insecto herbivoro masticador de hojas
colocando dos orugas de la mariposa Spodoptera exempta sobre una hoja completamente abierta. Se dej6 que las
orugas se alimentaran en las plantas durante 2 dias y a continuacion se midié el area de las hojas comidas. El area
de la hoja consumida por las orugas fue un 38% menor en plantas en crecimiento procedentes de las semillas
tratadas con JA que con los controles (significativo a p < 0,05). Cuando se expresan como el area de hoja
consumida por peso unitario de orugas, la reduccién en las plantas en crecimiento procedente de las semillas
tratadas con JA fue incluso mas pronunciada (40%, p < 0,001, Figura 9). Se trataron las semillas del control con la
disolucién de etanol adecuada pero se mantuvieron cercanas a las plantas en crecimiento procedentes de las
semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados son promedios de 12 réplicas +/. El error estandar del promedio.

[0112] La Fig. 9 muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la siembra por orugas de
Spodoptera exempta en maiz, en que las leyendas son como sigue.

X9 = Tratamiento, con C = Control y JA = tratadas con acido jasménico; e

Y9 = Area de la hoja consumida por g de peso fresco de oruga.

Ejemplo 7

[0113] Se trataron semillas de la variedad de trigo comercial (cv. Einstein) con acido jasmoénico (JA) 1,5 mM, y se
hicieron crecer las plantas en el invernadero (tal como se ha descrito en el Ejemplo 1). 7 semanas después del
tratamiento de las semillas, se estimularon las plantas con un insecto herbivoro masticador de hojas colocando dos
orugas de la mariposa Spodoptera exempta en cada planta. Se dej6 que las orugas se alimentaran sobre las plantas
durante 3 dias y a continuacion se midié el area de las hojas comidas. El area de la hoja consumida por las orugas
fue un 60% menor en las plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA que los controles
(significativo a p < 0,01, Figura 10). Se trataron las semillas del control con la disolucién de etanol adecuada pero se
mantuvieron cercanas a las plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados
son promedios de 10 réplicas +/- el error estandar del promedio.

[0114] La Fig. 10 muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la siembra por orugas de
Spodoptera exempta en trigo, en que las leyendas son como sigue:

X10 = tratamiento, con C = Control y JA = tratadas con &cido jasmonico; e

Y10 = Area de la hoja comida (sz)

Ejemplo 8
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[0115] Se trataron semillas de una variedad de tomate hibrido F1 comercial de Reino Unido (cv Carousel) con
acido jasmoénico (JA) 3,0 mM y etanol 42,8 mM en H,O desionizada durante un periodo de 24 horas a 4° C en la
oscuridad. Como en los ejemplos anteriores, se retiraron a continuacion las semillas de la disolucion y se lavaron
solo en H,O desionizada para eliminar el revestimiento de JA en la parte externa de la semilla, pero, a diferencia de
los ejemplos anteriores, las semillas tratadas se secaron a continuacién y se almacenaron secas en un refrigerador a
4° C durante dos meses antes de la siembra. Después de la siembra, se hicieron crecer las plantas en condiciones
adecuadas para este cultivo (tal como se ha descrito en la Vision general). Diez semanas después de la siembra, se
estimularon las plantas con el afido Myzus persicae. Se dejo que se alimentaran los afidos sobre las plantas durante
diez dias y se comparé la poblacion de afidos con las plantas del control. Hubo una significativa reduccién (p < 0,05)
en la poblacién de é&fidos sobre las plantas en crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA (Figura 11).
Se trataron las semillas del control con la disolucién de etanol adecuada pero se mantuvieron cercanas a las plantas
en crecimiento procedentes de las semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados son promedios de 15 réplicas +/- el
error estandar del promedio.

[0116] La Fig. 11. Muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre poblaciones de Myzus
persicae en tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel” cuando se sembraron las semillas tratadas tras dos meses
de almacenamiento, en que las leyendas son como sigue:

X11 = Dias después del primer ataque de afidos; y

Y11 = Numero de &fidos (tratados como % del control).

Ejemplo 9

[0117] Se retraso la germinaciéon de semillas de una variedad de tomate hibrido F1 comercial de Reino Unido (cv.
Carousel) en aproximadamente un dia cuando las semillas se trataron tanto con acido jasmonico (JA) 1,5 mM como
3,0 mM y etanol 42,8 mM en H,O desionizada durante un periodo de 24 horas a 4° C en la oscuridad. Estos
tratamientos no tuvieron efectos significativos sobre el porcentaje final de la germinacién. Cuando se trataron las
semillas con un intervalo mas amplio de concentraciones de acido jasmonico (JA) entre 0,001 y 50 mM en las
mismas condiciones, el porcentaje final de la germinacién se redujo significativamente solo por las concentraciones
en exceso de 10 mM (Figura 12). Los datos ilustrados son promedios de 10 réplicas de poblaciones +/- el error
estandar del promedio, y se ajusto la linea a la respuesta de la dosis.

[0118] La Fig. 12. muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la germinacién de las semillas
de tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”) 7 dias después de la siembra, en que las leyendas son como
sigue: X12 = concentracion de JA (escala log en mM); e Y12 = germinacion de la semilla (%) después de 7 dias.

Ejemplo 10

[0119] En los estudios a largo plazo de crecimiento y rendimiento en los que se cosecharon las plantas a intervalos
semanales, el tratamiento de las semillas con JA 1,5 mM o 3,0 mM, como en el Ejemplo 9, no tuvo efecto
significativo sobre el crecimiento vegetativo o reproductor, o el rendimiento comercial del tomate, pepino o pimienta.
Por ejemplo, los datos ilustrados para el tomate (cv Carousel) no mostraron significativos efectos sobre la altura de
la planta (Figura 13), numero de frutos (Figura 14) o peso en seco de los frutos (Figura 15) en cada cosecha
semanalmente. Los datos son promedios de 8 réplicas de plantas +/- el error estdndar del promedio, y la linea se
ajusté a la respuesta al crecimiento. Ni la respuesta al crecimiento ajustada ni el andlisis bilateral de la varianza
(tratamiento x cosecha) mostraron ninguna diferencia significativa entre las plantas del control y las que crecen
procedentes de las semillas tratadas con JA.

[0120] La Fig. 13. Muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre la altura de la planta de tomate
(Solanum lycopersicum cv “ Carousel”) en cada cosecha semanalmente, en que las leyendas son como sigue:

X13 = Cosecha (semanas); e

Y13 = Altura de la planta (cm) con C = Control y JA = tratamiento con &cido jasmonico.

[0121] La Fig. 14 muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre el niUmero de frutos por planta
de tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”) en cada cosecha semanalmente, en que las leyendas son como

sigue:
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X14 = Cosecha (semanas); e
Y14 = Numero de frutos con C = Control y JA = tratamiento con acido jasmonico

[0122] La Fig. 15, muestra los efectos de los tratamientos de semillas con JA sobre el peso en seco del fruto del
tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”) en cada cosecha semanalmente, en que las leyendas son como sigue:

X15 = Cosecha (semanas); e
Y15 = Peso en seco del fruto (g) con C = Control y JA = tratamiento con acido jasmonico.

Ejemplo 11

[0123] Se trataron semillas de una variedad de tomate hibrido F1 comercial de Reino Unido (cv. Carousel) con
metil jasmonato (MeJA) 3,0 mM y etanol 42,8 mM en H,O desionizada durante un periodo de 24 horas a 4° C en la
oscuridad. A continuacion se retiraron las semillas de la disolucion y se lavaron en H,O desionizada para eliminar
solo el revestimiento de MeJA de la parte externa de la semilla, y las plantas crecieron en las condiciones
adecuadas para este cultivo (tal como se ha descrito en la Visién general). Diez semanas después del tratamiento
de las semillas, las plantas que crecian a partir de las semillas tratadas se estimularon con el afido Myzus persicae.
Se dejo que los afidos se alimentaran sobre las plantas durante doce dias y se midi6 la poblacion de afidos a
intervalos durante este periodo. En comparacion con las plantas del control, hubo una significativa reduccion (p <
0,05) en la poblacion de afidos sobre las plantas que crecian a partir de las semillas tratadas con MeJA (Figura 16).
Se trataron las semillas del control con la disolucién de etanol adecuada, pero se mantuvieron cercanas a las plantas
gue crecian a partir de las semillas tratadas con JA. Los datos ilustrados son promedios de 12 réplicas +/- el error
estandar del promedio.

[0124] La Fig. 16. Muestra los efectos de los tratamientos de semillas con MeJA sobre poblaciones de Myzus
persicae en tomate (Solanum lycopersicum cv “Carousel”), en que las leyendas son como sigue:

X16 = Dias tras el estimulo con &fidos; e
Y16 = Numero de é&fidos (tratados como % del control)

Resumen de los ejemplos

[0125] Con respecto a los ejemplos 1 a 11, se observd que plantas de tomate, pimienta dulce, maiz y trigo que
crecian a partir de semillas tratadas estaban protegidas frente a insectos y otras plagas cuando se estimulaban
hasta 10 semanas después de la siembra (Tabla 1).

Tabla 1

Cultivo Plaga Semanas desde la siembra | Tratamiento Ejemplo
Tomate Tetranychus urticae 7 Acido jasménico 1,5y 3 mM 1
Tomate Manduca sexta 8 Acido jasménico 1,5 mM 2
Tomate Myzus persicae 10 Acido jasménico 3 mM 5y8
Tomate Myzus persicae 10 Metil jasmonato 3 mM 11
Pimienta dulce | Myzus persicae 8 Acido jasménico 1,5 mM 3
Maiz Spodoptera exempta 10 Acido jasménico 1,5 mM 6
Trigo Spodoptera exempta 7 Acido jasménico 1,5 mM 7

[0126] La Tabla 1 muestra los periodos de tiempo ensayados después que plantas de tomate (Solanum
lycopersicum cv “Carousel”), pimienta dulce (Capsicum annuum, cv Biscayne), maiz (cv. Earligold) y trigo (cv
Einstein) que crecian a partir de semillas tratadas con acido jasmoénico o metil jasmonato se estimularan con
diversas plagas y se encontrara que presentaban resistencia a las plagas.

[0127] Aplicando una composicion de tratamiento que comprende un agente quimico de sefializacion de la planta

(agente de tratamiento) a una semilla, para inducir los mecanismos de resistencia naturales de la planta, por
ejemplo, aquellos que actian frente a plagas con el fin de reducir la supervivencia, la alimentacién o la reproduccion
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de las plagas, se puede reducir el dafio a los cultivos. Aplicando dicha composicion antes de la germinacion puede
ser posible entonces generar los semilleros posteriores y las plantas maduras frente al ataque de las plagas en un
caso sorprendente y de una manera eficaz. Dado el modo de accién de la composicién de tratamiento, se cree que
las realizaciones preferidas pueden tener un papel principal en la soluciones IPM y/o en la reduccién de niveles del
uso de pesticidas.

[0128] Las realizaciones preferidas de la invencién pueden proporcionar proteccion eficaz para las posteriores
plantas frente a artrépodos herbivoros y otras plagas. Dicha proteccion puede ser eficaz durante un periodo
extendido de tiempo. De forma sorprendente, puede ser eficaz el tratamiento de la semilla sin germinar, lo que
puede permitir almacenar la semilla durante periodos significativos entre el tratamiento y la siembra. Se pueden
evitar de forma beneficiosa los problemas de la fitotoxicidad.

[0129] La atencion se dirige a todos los articulos y documentos que se han presentado de forma simultdnea con o
de forma previa a esta memoria junto con esta solicitud y que estan sujetos a inspeccion publica con esta memaoria.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de una composicion de tratamiento de semillas para tratar una semilla no germinada a fin de
inducir un mecanismo de resistencia de la planta frente a una o0 mas plagas de invertebrados herbivoros en un
crecimiento de la planta procedente de dicha semilla con el fin de restringir el dafio a la planta debido a dichas
plagas,

en el que la composicion de tratamiento de semillas comprende un agente de tratamiento seleccionado entre acido
jasmaénico (JA) o sus sales de jasmonato; éster metilico del acido jasmaonico (‘metil jasmonato’); conjugados de acido
jasmonico-L-aminoacido (unidos a amida); acido 12-oxo-fitodienoico; coronatina (una amida de acido coronafacico
con &acido 2-etil-1-aminociclopropano carboxilico); coronafacoil-L-serina y coronafacoil-L-treonina; ésteres metilicos
de l-oxo-indanoil-isoleucina y 1-oxo-indanoil-leucina; coronalon éster metilico del acido (2-[(6-etil-1-oxo-indano-4-
carbonil)-amino]-3-metil-pentanoico); o sus combinaciones.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la composicion de tratamiento incluye agua, el
agente de tratamiento y alcohol.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la composicién de tratamiento incluye acido
jasmonico (JA) o metil jasmonato (MeJA).

4, El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior que incluye tratar la semilla no germinada con
la composicion de tratamiento y posteriormente lavar y/o secar y/o almacenar dicha semilla antes de la germinacion.

5. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior que incluye tratar la semilla no germinada con
la composicién de tratamiento y posteriormente almacenar dicha semilla durante al menos 24 horas antes de que se
inicie la germinacion.

6. El uso de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en el que la composicién de tratamiento
comprende una semilla mojada y el tratamiento comprende tratar la semilla mojandola en la composicién de
tratamiento.

7. El uso de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en el que la composicién de tratamiento
comprende agua, un agente de tratamiento y un disolvente no acuoso.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el disolvente no acuoso comprende etanol

9. El uso de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en el que la composicién de tratamiento
comprende un agente de tratamiento a una concentracion de entre 0,1 mMy 15 mM.

10. El uso de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior que comprende mantener la semilla en un
estado sin germinacion durante el tratamiento mediante el uso de temperaturas frias, y/o colocando la semilla en
contacto con la composicion de tratamiento de semillas durante 1 hora o mas, y/o secando la semilla posteriormente
a la aplicacion de la composicidn de tratamiento de la semilla.

11. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la semilla tratada se almacena
durante una semana 0 mas antes de que se inicie la germinacion.

12. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que comprende la composiciéon de
tratamiento de semillas para la semilla no germinada y posteriormente, hacer crecer una planta a partir de dicha
semilla.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la planta proporcionada mediante el
procedimiento presenta resistencia frente a las plagas producidas por los mecanismos de defensa que estan
regulados mediante la ruta de la oxilipina que se puede denominar también como la ruta del jasmonato o la ruta
octadecanoide.

14. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior en el que el mecanismo de resistencia de la

planta restringe la supervivencia de la plaga y/o el nimero de plagas y/o el crecimiento de la plaga y/o la
reproduccion de la plaga.
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15. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior en el que las sales de jasmonato se
seleccionan entre jasmonato de potasio y jasmonato de sodio.

5 16. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior en el que el conjugado de acido jasmonico-L-

aminoacido (unido a amida) es un conjugado de acido jasmdnico-L-aminoacido (unido a amida) con L-isoleucina, L-
valina, L-leucina o L-fenilalanina.
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