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DESCRIPCION

Procedimiento de reutilizacion de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente para la industria
fitofarmacéutica

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de reutilizacién de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente para la industria fitofarmacéutica.

Contexto de la invencion

Casi el 10 % de la superficie del planeta esta cubierta por plantas lefiosas de tipo arborescente. Una planta lefiosa
de tipo arborescente produce, por término medio, casi 300 kg de hojas por afio. Esta biomasa es a la vez abundante
y facilimente accesible, pero poco utilizada. De hecho, después de la abscision, las hojas caducas de planta lefiosa
de tipo arborescente se recogen en muy raras ocasiones y terminan pudriéndose. Las que se recogen se
transforman en compost, se incineran o se entierran. En todos los casos, esta abundante biomasa constituye el
origen de una importante liberacion de gases de efecto invernadero tales como el diéxido de carbono y el metano.

El documento US 2010/0016161 se refiere a formulaciones fitosanitarias que comprenden al menos un principio
activo y al menos un extracto alcohdlico, hidroalcohdlico o acuoso de al menos una planta tintérea. Estas
formulaciones fitosanitarias se pueden utilizar en el campo de la agricultura y la horticultura, en particular.

Por lo tanto, seria util desarrollar un procedimiento de reutilizacién de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente que permita reciclarlas y limitar su impacto sobre el medio ambiente.

De manera sorprendente, el solicitante ha descubierto una manera de reciclar esta abundante biomasa que no se
utiliza en la actualidad y de reutilizarla mejorando de forma natural la salud de otras plantas, estableciendo asi un
circulo virtuoso. En efecto, ha descubierto que un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente
presentaba propiedades tales que podia utilizarse, solo o mezclado con un producto fitosanitario, para una
aplicacion fitosanitaria.

A los efectos de la presente invencion, un producto fitosanitario se define como un producto destinado a proteger las
plantas contra todos los organismos nocivos o a impedir la acciéon de estos ultimos. Por ejemplo, los pesticidas,
herbicidas, fungicidas, insecticidas, molusquicidas son productos fitosanitarios en el sentido de la presente
invencion.

De este modo, la invencion tiene por objeto, de acuerdo con un primer aspecto, un procedimiento de reutilizacion de
hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente que comprende las etapas de:

a) recogida de las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente, seleccionandose dicha planta lefiosa de
tipo arborescente del grupo que consiste en acacia, abedul, carpe, castafio, roble, arce, fresno, haya, castaio de
Indias, platano, prunus, sauce, sophora y alamo,

b) reduccion a extracto de dichas hojas con un disolvente acuoso que consiste en agua bisulfitada, cuyo
contenido de bisulfito estd comprendido entre 0,5 g/l y 2 g/l, o un disolvente hidroalcohdlico que comprende mas
del 25 % (v/v) de etanol, pudiendo contener también dicho disolvente un acido en un contenido inferior al 2,5 %
(Viv), y

c) uso de dicho extracto para una aplicacion fitosanitaria que consiste en la obtencion de una planta o el
tratamiento preventivo o curativo de una planta contra un agente patégeno.

De acuerdo con un segundo aspecto, la invencion también se refiere al uso de un extracto de hojas caducas de
planta lefiosa de tipo arborescente para una aplicacion fitosanitaria.

De acuerdo con un tercer aspecto, la invencién también se refiere a un procedimiento fitosanitario, que comprende la
aplicacion a un planta de una composicion que comprende un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente.

Descripcion detallada de la invencién

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de reutilizacién de hojas
caducas de planta lefiosa de tipo arborescente que generalmente comprende las etapas de:

a) recogida de las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente,
b) reduccién a extracto de dichas hojas con un disolvente, y
c) utilizacion de dicho extracto para una aplicacion fitosanitaria.
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Una planta lefiosa de tipo arborescente es una planta perenne que produce tejidos secundarios duros llamados
xilema 1l o MADERA y que adopta la forma de un arbol. La amplia distribucion geografica de las hojas caducas de
planta lefiosa de tipo arborescente las convierte en una materia prima abundante, facilmente disponible y de facil
acceso, especialmente en otofio.

De acuerdo con la invencion, la planta lefiosa de tipo arborescente se selecciona del grupo que consiste en acacia,
abedul, carpe, castario, roble, arce, fresno, haya, castafio de Indias, platano, prunus, sauce, sophora, alamo y sus
mezclas y, mas preferiblemente, se selecciona del grupo que consiste en arce, prunus, platano, roble y sus mezclas.

De manera ventajosa, el procedimiento de acuerdo con la invencidon permite reciclar y reutilizar la abundante
biomasa representada por las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente. El procedimiento de acuerdo
con la invencion también permite reducir la produccion de gases de efecto invernadero por esta abundante biomasa
no utilizada. De manera ventajosa, el procedimiento de acuerdo con la invencion, por lo tanto, limita el impacto
ambiental de esta abundante biomasa no utilizada.

El procedimiento de acuerdo con la invencion comprende, antes de la etapa de reduccién a extracto, una etapa de
recogida de las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente. Esta etapa de recogida se puede disociar en el
espacio y en el tiempo de las demas etapas del procedimiento. La etapa de recogida puede llevarse a cabo antes o
después de la abscision.

Después de la recogida, las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente pueden someterse a un
pretratamiento fisico, por ejemplo, corte, trituracion, pulverizacion. De manera ventajosa, este pretratamiento fisico
permite aumentar el rendimiento de la etapa a) de reduccion a extracto del procedimiento de reutilizacion de acuerdo
con la invencién. No se someten a fermentacion ni a compostaje.

De acuerdo con una realizacion, las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente no se someten a
decoccion, maceracion ni infusion.

De acuerdo con la invencidn, la etapa b) de reduccion a extracto se lleva a cabo utilizando un disolvente que puede
ser:

- undisolvente acuoso que consiste en agua bisulfitada cuyo contenido de bisulfito puede estar comprendido entre
0,5 g/l y 2 g/l, de preferencia entre 0,75 g/l y 1,5 g/l, y mas preferiblemente es de aproximadamente 1 g/I. El
bisulfito mejora la solubilizacion del extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente y evita su
oxidacion.

- un disolvente hidroalcohdlico que comprende agua y etanol en una cantidad de mas del 25 % (v/v),
preferiblemente mas del 50 % (v/v), incluso mas preferiblemente mas del 75 % (v/v).

El disolvente también puede acidificarse ligeramente afiadiendo un acido. De manera ventajosa, un disolvente
ligeramente acidificado estabiliza el extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente. El contenido
de &cido en el disolvente es entonces inferior al 2,5 % (v/v) de acido, preferiblemente inferior al 1 % (v/v) de acido.
De manera ventajosa, el acido se selecciona del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido nitrico, acido
sulfurico, acido acético y sus mezclas.

De acuerdo con una realizacion preferida, el disolvente hidroalcohdélico comprende 80 % (v/v) de etanol y 0,5 % (v/v)
de acido clorhidrico 0,1N.

De acuerdo con una realizacion, la etapa b) de reduccion a extracto se lleva a cabo a temperatura ambiente, es
decir, desde aproximadamente 18 °C hasta aproximadamente 25 °C.

De acuerdo con una realizacion, la etapa b) de reduccion a extracto se lleva a cabo solo una vez.

De acuerdo con una realizacién, la etapa b) de reduccion a extracto se lleva a cabo varias veces reciclando el
disolvente y/o las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente para mejorar el rendimiento de la etapa a) de
reduccion a extracto.

El extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente obtenido en la etapa b) presenta una actividad
inductora. Por lo tanto, estimula las defensas naturales de una planta a la que se ha aplicado previamente. El
extracto también presenta una actividad biocida que le permite tratar, de forma preventiva o curativa, una planta a la
que se le ha aplicado previamente contra un patégeno. Finalmente, el extracto se puede utilizar con un producto
fitosanitario para mejorar su rendimiento. El extracto permite asi reducir la cantidad de producto fitosanitario utilizado
y limitar su acumulacion en las plantas y, por lo tanto, el peligro que puede presentar para el medio ambiente, los
seres humanos y los animales. Teniendo en cuenta las propiedades del extracto de las hojas caducas de planta
lefiosa de tipo arborescente descrito anteriormente, la aplicacion fitosanitaria consiste en la obtencién de una planta
o el tratamiento preventivo o curativo de una planta contra un agente patégeno.
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El extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente comprende compuestos faciles de extractar y
solubles en agua, por lo tanto, son faciles de emplear (dilucion facil en una composicién, por ejemplo). Los
compuestos, sintetizados por una planta lefiosa de tipo arborescente son naturales, lo que permite la utilizacién del
extracto en la agricultura ecoldgica. Estos compuestos son en particular polifenoles y antocianinas.

De acuerdo con una realizacion, el extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente comprende
menos del 45 % en peso de polifenoles en relacion con el peso seco del extracto. Preferiblemente, el extracto
comprende entre 5 % en peso y 40 % en peso de polifenoles en relacion con el peso seco del extracto.

El extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente también puede comprender menos del 2 % en
peso de antocianinas en relacién con el peso seco del extracto. Preferiblemente, el extracto comprende menos del
1,1 % en peso de antocianinas con respecto al peso seco del extracto.

El procedimiento de reutilizacion de acuerdo con la invencién resulta completamente adecuado para la aplicacion
fitosanitaria en plantas seleccionadas del grupo que consiste en plantas agrondmicamente Utiles, plantas aromaticas
y plantas ornamentales. Las plantas agronémicamente utiles y las plantas aromaticas se seleccionan del grupo que
consiste en angiospermas que incluyen Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae,
Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Liliaceae, Polygonaceae, Rosaceae, Solanaceae, Poaceae,
Vitaceae.

Una sola aplicacion del extracto antes del ataque de un agente patégeno puede ser suficiente para obtener la
aplicacion fitosanitaria deseada. Sin embargo, los procedimientos de aplicacion obviamente dependen de las
especies de plantas que se van a tratar y de su etapa de desarrollo, por lo que a veces puede resultar necesario
aplicar el extracto al menos una vez mas varios dias o varias semanas después de la primera realizacion.

De acuerdo con un segundo aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un extracto de hojas caducas de
planta lefiosa de tipo arborescente para una aplicacion fitosanitaria.

El extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente se obtiene, de manera ventajosa, de acuerdo
con el procedimiento descrito anteriormente.

De acuerdo con la invencion, la aplicacion fitosanitaria consiste en la obtencién de una planta, o el tratamiento
preventivo o curativo de una planta contra un agente patdgeno.

El uso de acuerdo con la invencion puede implementarse en plantas agronémicamente Utiles y plantas
ornamentales. Dichas plantas son las mencionadas anteriormente en relaciéon con el procedimiento de reutilizacion.

De acuerdo con un tercer aspecto, la presente invencién también se refiere a un procedimiento para el tratamiento
fitosanitario de una planta, que comprende la aplicacion de una composicion que comprende un extracto de hojas
caducas de planta lefiosa de tipo arborescente sobre dicha planta.

La composicién utilizada en el procedimiento de tratamiento fitosanitario de acuerdo con la invencién comprende,
como producto activo, un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente. El extracto de hojas
caducas de planta lefiosa de tipo arborescente se obtiene, de manera ventajosa, de acuerdo con el procedimiento
descrito anteriormente.

La composiciéon utilizada en el procedimiento de tratamiento fitosanitario de acuerdo con la invencion puede
presentarse en forma liquida o en forma de polvo.

Cuando la composicion esta en forma de polvo, carece de cualquier otro agente activo.

Antes de su adicién a la composicion, el extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente puede
estar en forma liquida o en polvo.

Cuando el extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente esta en forma liquida, puede ser acuoso,
alcohdlico o hidroalcohdlico, preferiblemente el extracto es hidroalcohdlico.

Cuando el extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente esta en forma de polvo, éste se obtiene
siguiendo una etapa de separacion del disolvente descrito anteriormente en relacion con la etapa a) del
procedimiento de reutilizacion. De manera ventajosa, la separacion no degrada los compuestos presentes en el
extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente y no modifica su contenido. Esta separacion se
lleva a cabo mediante un tratamiento seleccionado del grupo que consiste en secado, liofilizacion, atomizacion,
evaporacion, preferiblemente liofilizacion.

De acuerdo con una realizacion del procedimiento de tratamiento de acuerdo con la invencion, la composicién esta
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en forma liquida y se aplica por infiltraciéon o por pulverizacion foliar.

La concentracion del extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente en la composicion utilizada en
el procedimiento fitosanitario de acuerdo con la invencion esta comprendida entre 0,001 y 5 %, de preferencia entre
0,005y 2,5 %, y mas preferiblemente aun entre 0,01 % y 1,25 %, en relacion con el peso seco del extracto.

Para una aplicacion por infiltracion, la concentracion del extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente en una composicién utilizada en el procedimiento fitosanitario de acuerdo con la invenciéon esta
comprendida entre 0,1y 5 %, de preferencia entre 0,25y 2,5 %, y mas preferiblemente ain entre 0,75 % y 1,25 %,
en relacién con el peso seco del extracto. Esta composicion resulta particularmente Gtil para la obtenciéon de una
planta y el tratamiento, curativo o preventivo, de una planta contra un patégeno.

Para una aplicacién por pulverizacion foliar, la concentracion del extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente en una composicién utilizada en el procedimiento fitosanitario de acuerdo con la invencion esta
comprendida entre 0,001 y 2 %, de preferencia entre 0,005y 1 %, y mas preferiblemente aun entre 0,01 % y 0,05 %,
en relacion con el peso seco del extracto para aplicacion por pulverizacion foliar.

Una sola aplicacion de la composicién antes del ataque de un agente patdgeno puede ser suficiente. Sin embargo, a
veces puede resultar necesario realizar al menos una nueva aplicacion varios dias o varias semanas después de la
primera.

La composicién se aplica a una velocidad de 0,1 kg/ha a 2 kg/ha, preferiblemente de 0,3 kg/ha a 1,5 kg/ha de
plantas que se van a tratar.

Las dosis de aplicacion y los procedimientos de aplicacion, obviamente, dependen de las especies de plantas que se
van a tratar y de su etapa de desarrollo.

El procedimiento de tratamiento fitosanitario de acuerdo con la invencién puede implementarse en plantas
agronémicamente Utiles, plantas aromaticas y plantas ornamentales. Dichas plantas son las mencionadas
anteriormente en relacién con el procedimiento de reutilizacion.

La infiltracién de un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente en hojas de tabaco y hojas de
tomate, induce una respuesta de hipersensibilidad (local) acompafiada de una respuesta de resistencia sistémica
(resistencia sistémica adquirida, SAR por sus siglas en inglés), que refleja el efecto inductor del extracto, efecto
caracteristico de la induccion de inmunidad contra los patdégenos. El efecto inductor sobre las hojas de tabaco se ha
demostrado a nivel molecular mediante el analisis de la expresion de genes que marcan la respuesta SAR, es decir,
genes que codifican las proteinas de la patogénesis (proteinas PR) con PR1 (antimicrobiano), PR2 (glucanasa), PR3
(quitinasa) y el gen PAL (fenilalanina amoniaco liasa) que codifica una enzima implicada en la sintesis de
fenilpropanoides (compuestos fendlicos).

La infiltracién de una composicion que comprende un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente en las hojas de tabaco permite reducir las infecciones causadas por agentes patdogenos en estas
mismas hojas de tabaco.

La pulverizacién de composiciones que comprenden un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente mezclado con un pesticida permite reducir la cinética de la fotodegradacion de dicho pesticida por
radiacion solar.

La invencion se describira con mas detalle a continuacion utilizando los siguientes ejemplos que se proporcionan
solo a modo de ilustracion.

Ejemplos
Los ejemplos se ilustran en las Figuras 1 a 5.

La Figura 1 representa dos fotografias de una hoja de tabaco bajo luz blanca (a la izquierda) y ultravioleta
(longitud de onda de 312 nm) (a la derecha), justo después de la infiltracion de composiciones que comprenden
diversos extractos preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 (extractos 2, 4 y 9), agua ultrapura (EAU) y acido
salicilico (AS).

La Figura 2 representa dos fotografias de una hoja de tabaco bajo luz blanca (a la izquierda) y ultravioleta
(longitud de onda de 312 nm) (a la derecha), 4 dias después de la infiltracion de las composiciones que
comprenden diferentes extractos preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 (extractos 2, 4 y 9), agua ultrapura
(EAU) y acido salicilico (AS).

La Figura 3 representa dos fotografias de una hoja de tabaco bajo luz blanca, 4 dias después de la infiltracion de
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las composiciones que comprenden diferentes extractos preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 (extractos 1, 3,
5,6,7y8).

La Figura 4 es un grafico que muestra la acumulacion de transcripciones que codifican los genes vinculados a las
reacciones de defensa de la planta (PAL, PR1, PR2 y PR3), 4 dias después de la infiltracion de las
composiciones que comprenden diversos extractos preparados de acuerdo con el Ejemplo 1 (extractos 1, 2, 3, 4
y 9), acido salicilico (AS) y agua ultrapura (control).

La Figura 5 representa cuatro fotografias de hojas de tabaco bajo luz blanca (A'y C) y luz ultravioleta (longitud de
onda de 312 nm (B y D)), 4 dias después de la infiltracion de las composiciones que comprenden extractos
obtenidos con agua bisulfitada (A y B) o etanol al 30 % (C y D) y que presenta diferentes contenidos de
polifenoles.

La Figura 6 representa cinco fotografias de hojas de tomate bajo luz blanca, 4 dias después de la infiltracion de
las composiciones que comprenden diferentes extractos (extractos 1, 8 y 9), agua ultrapura (CONTROL AGUA) y
acido salicilico (AS).

Ejemplo 1: Sintesis y caracterizacién de extractos de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente

Recogida

Se utilizaron cuatro plantas lefiosas de tipo arborescente como fuentes de hojas caducas para obtener nueve
extractos diferentes. Las hojas caducas se recogieron en agosto o noviembre, antes o después de la abscision. Las
recogidas en agosto no muestran sintomas de senescencia de las hojas, mientras que las recogidas en noviembre
muestran estos sintomas con los colores del otofio. La Tabla 1 enumera las procedencias de las hojas caducas
utilizadas.

Tabla 1: Procedencias de las hojas caducas utilizadas

Extracto n.° 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Planta lefiosa de Mizc():.fsde
tipo arborescente Arce rojo Prunus Platano Roble rojo senesi: entes
agosto | nov. ant. | agosto |nov. ant.)nov. ant. dneosv. nov. ant. |nov. desp. nov. des
Periodo de recogida | ant. abs. abs. [ant. abs| abs. abs. abg abs. abs. ébs P:

nov.: noviembre; ant. abs.: antes de la abscision; desp. abs.: después de la abscision

Obtencién de un extracto

Después de ser recogidas, las hojas se rocian en nitrégeno liquido. La reduccién a extracto se lleva a cabo en 5 g de
hojas rociadas con 25 ml de disolvente hidroalcohdlico ligeramente acidificado (80 % de etanol y 0,5 % de HCI 0,1N).
Una vez realizada la reduccion a extracto, el homogenado se almacena a -20 °C durante 1 hora y el sobrenadante
se recupera por centrifugacion a 500 xg a 4 °C. Después de 2 extracciones consecutivas, el extracto se liofiliza para
eliminar el disolvente.

Determinacion del contenido de polifenoles y antocianinas de los extractos

El contenido total de polifenoles se determind por colorimetria utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu y el
procedimiento descrito por Emmons y Peterson (Crop. Sci., 2001, 41:1676-1681). El contenido total de antocianinas
se determind mediante el procedimiento de pH diferencial descrito por Mufioz-Espada y col. (J. Agr. Food. Chem.,
2004, 52: 6779-6786). El contenido total de polifenoles y antocianinas se indica en la Tabla 2.

Tabla 2: Contenido de polifenoles y antocianinas en los extractos

Extracto n.° 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Contenido total de polifenoles (%*) 33 23,6 16,5 | 21,3 11,4 17,2 | 20,8 14,8 36
Contenido total de antocianinas (%**) 0,06 | 0,23 1,08 | 0,01 0,01 0,01 0,14 0 0,16

* en peso de polifenoles en relacién con el peso seco del extracto.
** en peso de antocianinas en relacién con el peso seco del extracto.

Los resultados indican que los extractos presentan contenidos totales de polifenoles entre 10 y 40 % en relacién con
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el peso seco del extracto y contenidos totales de antocianinas inferiores al 1,1 % en peso de antocianinas en
relacion con el peso extracto seco.

Ejemplo 2: Efecto inductor sobre hojas de tabaco

Los experimentos se llevan a cabo en hojas de tabaco de plantas de tabaco, en la etapa de 10-12 hojas (3 meses),
cultivadas en un invernadero bajo condiciones controladas (22 + 5 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz).

Se estudia la actividad inductora de los nueve extractos obtenidos en el Ejemplo 1. Nueve composiciones que
comprenden 1 % de extracto con relacion al peso seco del extracto se obtienen disolviendo los nueve extractos en
agua ultrapura. Cada composicion se almacena a 4 °C antes de su uso.

Sintomas macroscopicos

Se infiltran 50 pl de las composiciones anteriores en las hojas de tabaco hasta que la composicién se extiende sobre
un area de 1 a 2 cm?. Se lleva a cabo un control positivo con acido salicilico (2 mM), que es un inductor conocido. Se
realiza un control negativo con agua ultrapura.

Resultados

Se observa en las fotografias de las Figuras 1, 2 y 3 que la infiltracién induce clorosis (area clara desprovista de
clorofila) del tejido infiltrado con la aparicion de necrosis (area marrén seca). También induce una acumulacion local
de compuestos fluorescentes, lo que sugiere una acumulacion de compuestos fendlicos antimicrobianos,
caracteristicos de la "resistencia local adquirida" (LAR, por sus siglas en inglés) involucrada en las reacciones de
defensa de las plantas.

Expresién de genes vinculados a reacciones de defensa de la planta.

La actividad inductora de los extractos se ha demostrado a nivel molecular mediante el analisis de la expresion de
genes vinculados a las reacciones de defensa de las plantas PAL, PR1, PR2 y PR3.

El analisis molecular consistid en extraer el ARN total de las hojas de tabaco, infiliradas durante cuatro dias,
utilizando el kit de extraccion Tri-reactivo (Euromedex) y respetando las instrucciones del fabricante. La transcriptasa
inversa se realizé en 1 ug de ARN total utilizando (RT) Euroscript (Eurogentec) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los fragmentos de RT-PCR especificos para PAL, PR1, PR2 y PR3 se cuantifican utilizando el software iQv3 (BIO-
RAD). La abundancia de transcripciones PAL, PR1, PR2 y PR3 se normaliza (cantidad relativa) a las de un gen de
expresion constitutiva, que codifica la actina o el factor de alargamiento alfa.

Resultados

La Figura 4 muestra que la acumulaciéon de genes es mucho mayor en las hojas infiltradas con las composiciones
que comprenden los extractos 1, 2, 3, 4 y 9 que con agua ultrapura. Todas las composiciones probadas inducen una
gran acumulacion de transcripciones que codifican los genes de defensa. La acumulacion de genes de defensa en
las hojas infiltradas con la composicion que comprende el extracto 3 es del mismo orden de magnitud que para las
hojas infiltradas con acido salicilico, que se conoce como inductor.

Estos datos demuestran el efecto inductor de los extractos que fomentan una acumulacién de genes vinculados a
las reacciones de defensa de las plantas.

Ejemplo 3: Impacto del disolvente sobre el efecto inductor en las hojas de tabaco: sintomas macroscépicos

Los extractos probados se obtienen de las hojas de arce rojo recogidas en noviembre antes de la abscision.

El procedimiento de reduccion a extracto es idéntico al del Ejemplo 1, pero el disolvente utilizado es agua bisulfitada
o etanol al 30 %.

La prueba realizada para el estudio de los sintomas macroscopicos es idéntica a la del Ejemplo 2.

La infiltracion de extractos de arce rojo de la reduccion a extracto con agua bisulfitada (fotografias A y B de la Figura
5) o con etanol al 30 % (fotografias C y D de la Figura 5) que comprende 0,19 % de polifenoles (1), diluida dos veces
(2), cuatro veces (3), ocho veces (4) y dieciséis veces (5) conduce a la formacion de clorosas tal como se muestra
en las fotografias Ay C de la Figura 5.

Las fotografias B y D de la Figura 5 muestran que la formacién de clorosas estda acompafnada por la formacion de
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compuestos fluorescentes. Estos fendmenos dan testimonio del establecimiento de reacciones de defensa.

Los dos disolventes utilizados para la extracciéon de polifenoles resultan, por lo tanto, adecuados para extraer las
biomoléculas activas que desencadenan la respuesta de tipo HR (hipersensible).

Ejemplo 4: Efecto inductor en hojas de tomate

Los experimentos se llevan a cabo en hojas de tomate de plantas de tomate de 6 semanas de edad, en la etapa de
5-6 hojas, cultivadas en un invernadero bajo condiciones controladas (22 + 5 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz).

Se estudia la actividad inductora de los extractos obtenidos en el Ejemplo 1. Se obtienen tres composiciones que
comprenden 0,25 % de extracto en relacion con el peso seco del extracto disolviendo los extractos en agua
ultrapura. Cada composicion se almacena a 4 °C antes de su uso.

Sintomas macroscopicos

50 pl de las composiciones que comprenden los extractos 1, 8 y 9 se infiliran en las hojas de tomate hasta que la
composicion se extiende sobre un area de 1 a 2 cm? Se lleva a cabo un control positivo con acido salicilico (2 mM),
que es un inductor conocido. Se realiza un control negativo con agua ultrapura.

Resultados

Se observa en las fotografias de la Figura 6 que la infiltracion induce clorosis (area clara desprovista de clorofila) de
los tejidos infiltrados con la aparicion de necrosis (area marrén seca) lo que sugiere una respuesta de tipo
hipersensible caracteristica de LAR "resistencia local adquirida" involucrada en las reacciones de defensa de la
planta.

Ejemplo 5: Tratamiento curativo contra un patégeno de hojas de tabaco con extractos de hojas caducas de planta
lenosa de tipo arborescente

Se utilizan composiciones idénticas y hojas de las mismas plantas de tabaco que en el Ejemplo 2. Se cortan dos
discos (10 cm de diametro) de la misma hoja, luego se colocan en una placa de Petri que contiene una capa de gel
de agarosa al 2 %.

El patégeno seleccionado para el estudio es el aislado 329 de Phytophtora parasitica spp nicotianae (Ppn). Se
cultiva Ppn en agar de malta a 24 °C. Para la produccion de zoosporas, el micelio Ppn se cultiva durante una
semana en el medio liquido V8 a 24 °C en condiciones de luz continua, se macera y luego se incuba durante cuatro
dias en agua que contiene 2 % de agar. Las zoosporas se liberan utilizando un choque térmico que consiste en 2
incubaciones, la primera a 4 °C durante 20 min, la segunda a 37 °C durante 30 min después de agregar 10 ml de
agua. Se prepara una suspension de zoosporas en agua (1 zoospora por microlitro) antes de inocularse.

Las composiciones que contienen los extractos (50 pl) se infiltran y las suspensiones de zoosporas (100 pl) se
inoculan, en dos zonas separadas, a 1 cm de distancia, del parénquima de la hoja de tabaco. Se llevan a cabo
pruebas en las que las composiciones se reemplazan por acido salicilico (control positivo) o agua ultrapura (control
negativo). Tres dias después de las infiltraciones, se mide el area de la zona de infeccion. Las mediciones se
realizan con el software Optima y Photoshop para Windows.

Resultados

Los resultados se agrupan en la Tabla 3. En las pruebas con las composiciones que contienen los extractos 7 y 8, el
area de la zona de infeccién es mas pequefa que la de la prueba con agua ultrapura, y del mismo orden de
magnitud que la prueba con acido salicilico. Por lo tanto, estos resultados demuestran la capacidad de los extractos
para reducir el area de infeccion del patégeno Ppn en las hojas de tabaco. El nivel de proteccion medido para los
extractos 7 y 8 es, respectivamente, 46 % y 44 % en comparacion con el agua ultrapura.

Estos datos demuestran que los extractos de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente pueden utilizarse
en el tratamiento preventivo o curativo de una planta contra un patégeno.

Tabla 3
Agua ultrapura | Acido salicilico Extracto 7 Extracto 8
Area de la zona de infeccion (cm‘) 18,7+2,6 10,9+2.8 10,144 10,4%1,1
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de reutilizacion de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente, que comprende las etapas
de:

a) recogida de las hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente, seleccionandose dicha planta lefiosa de
tipo arborescente del grupo que consiste en acacia, abedul, carpe, castafio, roble, arce, fresno, haya, castafio de
Indias, platano, prunus, sauce, sophora y alamo,

b) reduccion a extracto de dichas hojas por medio de un disolvente acuoso que consiste en agua bisufitada, cuyo
contenido de bisulfito estda comprendido entre 0,5 g/l y 2 g/l o un disolvente hidroalcohdlico que comprende mas
del 25 % de etanol (v/v), pudiendo contener también dicho disolvente un acido en un contenido inferior al 2,5 %
(VIv), y

c) utilizacion de dicho extracto para una aplicacion fitosanitaria que consiste en la obtencion de una planta, o el
tratamiento preventivo o curativo de una planta contra un agente patégeno.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que las hojas caducas de planta lefiosa de
tipo arborescente se recogen antes de la abscision y/o después de la abscision.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que el acido mencionado anteriormente
se selecciona del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido nitrico, acido sulfurico, acido acético y mezclas de
los mismos.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la etapa de
reduccion a extracto b) se lleva a cabo utilizando un disolvente hidroalcohdlico que comprende 80 % (v/v) de etanol y
0,5 % (v/v) de acido clorhidrico 0,1N.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la etapa de
reduccion a extracto b) se lleva a cabo a una temperatura de 18 °C a 25 °C.

6. Utilizacion de un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente obtenido mediante la
implementacion de las etapas a) y b) del procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
para una aplicacion fitosanitaria que consiste en la obtencién de una planta, o el tratamiento preventivo o curativo de
una planta contra un agente patégeno.

7. Procedimiento de tratamiento fitosanitario de una planta, que comprende la aplicacién de una composiciéon que
comprende un extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo arborescente obtenidas mediante la
implementacion de las etapas a) y b) del procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
sobre dicha planta, consistiendo dicho tratamiento en la obtenciéon de una planta, o el tratamiento preventivo o
curativo de una planta contra un agente patdgeno.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado por que la composicién es una composicion
acuosa que se aplica por pulverizacion foliar o infiltracion.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 8, caracterizado por que la concentracion de extracto de hojas
caducas de planta lefiosa de tipo arborescente en la composicion esta comprendida entre 0,001 y 5 %, en relacion
con el peso seco del extracto.

10. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 6 o procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5y 7 a 9, caracterizados por que el extracto de hojas caducas de planta lefiosa de tipo
arborescente comprende menos del 45 %, de preferencia entre 5 % y 40 % en peso de polifenoles en relacion con el
peso seco del extracto.
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