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DESCRIPCION
Uso del acido deshidroascérbico contra la infeccién por nematodos en plantas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de acido deshidroascérbico (DHA) para proteger plantas contra patégenos, en
particular contra infecciones con nematodos. La invencién también proporciona composiciones que lo comprenden,
métodos para prepararlas, y métodos para controlar enfermedades de las plantas.

Antecedentes de la invencién

La industria agricola esta bajo una presién constante para mejorar eficientemente la produccién de alimentos a fin de
hacer frente a una demanda de alimentos cada vez mayor. La Unica forma duradera de satisfacer esa demanda es
mediante el aumento de la productividad agricola a partir de las mismas -o idealmente, incluso reducidas- superficies
de tierra cultivable. Se ha estimado que el 80 % de todos los problemas de los cultivos comienzan con problemas de
raices, y el desarrollo saludable de las raices de las plantas es la clave para mejorar el rendimiento de los cultivos
(Root Health - the key to improving yield; Libro blanco, 2011). Las raices mas fuertes y méas sanas son mas adecuadas
para absorber agua y nutrientes, dos de los recursos mas criticos. Los sistemas de raices mas robustos ayudan a
producir tallos y follaje mas fuertes que pueden resistir mejor el estrés ambiental, especialmente en climas dificiles, y
en ultima instancia conducen a una mayor consistencia del rendimiento (EIP-Agri focus group report, 2015). Las
plantas estan sujetas a miltiples agentes subterraneos que causan enfermedades, incluido el estrés abiotico tal como
la sequia, y el estrés biotico tal como, por ejemplo, los nematodos fitopatégenos, que son responsables de importantes
pérdidas econémicas en la agricultura.

La remolacha azucarera (Beta vulgaris L.} es la principal fuente de azlicar en la zona templada, y representa el 20 %
de la produccién total de azucar del mundo. Segun la Comisién Europea, la UE es el principal productor mundial de
azUcar de remolacha, con 16,84 millones de toneladas de produccion de azucar en el afio 2016/2017; sin embargo,
exporta alrededor del 8 % de su producciéon de azicar. Los nematodos fitoparasitos subterraneos causan dafios
importantes a la produccion de remolacha azucarera. En general, las pérdidas de cultivos causadas por los nematodos
fitoparasitos ascienden en todo el mundo a al menos 80 mil millones de dblares al afio. Heterodera schachtii (nematodo
del quiste de la remolacha (BCN)) es responsable del 90 % de todas las infestaciones de remolacha azucarera
relacionadas con nematodos en todo el mundo. Los BCN son endoparasitos sedentarios que se alimentan de las
raices de su hospedante (Moens et al., 2018). Los nematodos del quiste tienen la capacidad de sobrevivir en el suelo
durante muchos afios en ausencia de una planta hospedante adecuada (Perry et al., 2018). La presencia de exudados
de raices proporciona una sefial para la aparicién de huevos dentro de los quistes, lo que hace que los juveniles de
segunda etapa (J2) eclosionen e invadan las raices de la planta hospedante (Moens et al., 2018). La etapa J2
infecciosa invade las plantas principalmente en la zona de alargamiento por encima de las puntas de las raices (Wyss
y Grundler, 1992). Tras la invasién, J2 migra adicionalmente hacia la corteza, en la que inicia una estructura de
alimentacion (sincitio) en el tejido vascular de la raiz (Sobczak y Golinowski, 2009).

El arroz se ha cultivado como alimento basico durante muchos afios, y sustenta aproximadamente a la mitad de la
poblacién mundial. Se ha estimado que las pérdidas de rendimiento del arroz debido a los nematodos oscilan entre
10y 25 % en todo el mundo (Kyndt et al., 2014). Meloidogyne graminicola o el nematodo agallador del arroz (RKN) es
uno de los nematodos mas prevalentes en diversos agrosistemas de cultivo de arroz. Los juveniles de segunda etapa
infecciosos (J2) de M. graminicola ingresan a la raiz en la zona de alargamiento y se mueven intercelularmente hasta
llegar al cilindro vascular en el que inducen la formacion de sitios de alimentacién que contienen 5-8 células gigantes,
conduciendo a agallas de la raiz, preferiblemente en las puntas de las raices (Kyndt et al., 2014). Una vez establecidas
las células gigantes, los nematodos se vuelven sedentarios, comienzan a alimentarse, y mudan tres veces para
alcanzar la etapa adulta.

Ante el ataque de patdgenos, el sistema inmunolégico innato de la planta responde con una serie de mecanismos de
defensa locales y sistémicos (Dhankher et al., 2018; Jones y Dangl, 2006). El sistema inmunolégico de las plantas
puede activarse externamente, por ejemplo mediante patdbgenos, o mediante la aplicacién de analogos hormonales
(resistencia sistémica adquirida, dependiente del salicilato (SA)) o mediante sustancias quimicas o microorganismos
beneficiosos (resistencia sistémica inducida, ISR).

Anteriormente, se ha demostrado que la aplicacion radicular de acido B-aminobutirico (BABA) (Jisha y Puthur, 2016),
tiamina (Huang et al., 2016) o silicio (Zhan et al., 2018) mejora el sistema de defensa de la planta de arroz, lo que
conduce a una mayor tolerancia o resistencia contra los nematodos parésitos de las raices. También se ha observado
activacién de las defensas sistémicas: la aplicacion foliar de jasmonato de metilo (MeJA), etefén, el anadlogo de SA
BTH, o COS-OGA (Fytosave®, una mezcla de oligbmeros de quitosano (COS) y oligogalacturénidos derivados de
pectina (OGA)), puede activar las rutas de defensa de las raices con eficacia variable (Nahar et al., 2011; Singh et al.,
2019).
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Varios estudios muestran una correlacién negativa entre la cantidad de acido ascérbico (AA) y la resistencia a los
patdgenos aéreos. Pavet et al., (2005) demostraron que los mutantes vitc (vitamina C) de Arabidopsis exhiben una
resistencia basal mejorada contra Pseudomonas syringae, acomparfiada de una mayor activacion de la muerte celular.
Sin embargo, también hay informes sobre el papel del acido ascorbico en la defensa contra patdogenos. Los cultivares
de Brassica rapa con cantidades naturalmente altas de AA mostraron una mayor resistencia al virus del mosaico del
nabo, mientras que las plantas vtc? son mas susceptibles que las lineas de tipo salvaje (Fujiwara et al., 2016). Ademas,
Fujiwara et al., 2013, informan un efecto antiviral del DHA aplicado a plantas de Brassica rapa. Ademas, en la
bibliografia se han descrito los efectos del acido L-ascérbico sobre el alargamiento de las raices de las plantas en
condiciones no infectadas (por ejempilo, Li et al., 2018; Kka et al., 2018).

En el documento WO 92/09202 se describe que se puede usar 2R,5R-dihidroximetil-3R,4R-dihidroxipirrolidina para
controlar nematodos fitoparasitos mediante tratamiento foliar o del suelo.

El documento EP 2 875 730 muestra el uso de acido deshidroascorbico, sus ésteres o sus glucosidos para
proporcionar a las plantas resistencia al estrés.

Paciolla et al. (Plant Cell Phys. 2001, 42, 857-863) y Lee et al. (Plant Phys. Biochem. 2011, 49, 909-916) han
demostrado una influencia negativa sobre el crecimiento de las raices resultante del tratamiento de las plantas con
acido deshidroascoérbico.

En la presente invencion se demostré que la aplicacion de acido deshidroascoérbico (DHA) mejora la tolerancia general
de las plantas a la infeccion subterranea por nematodos parasitos. Ademas, se demostrd que la aplicacion de DHA
tiene un efecto positivo sobre el alargamiento de las raices de las plantas infectadas.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona el uso de acido deshidroascérbico (DHA), o un estereoisémero, tautdbmero, hidrato,
sal, éster, solvato, complejo y/o analogo funcional del mismo, para controlar infecciones por nematodos en plantas y/o
para promover el crecimiento de raices en plantas infectadas (con nematodos). El uso de DHA ha demostrado ser
eficaz contra los nematodos parasitos de las raices, en particular los nematodos agalladores y/o los nematodos de los
quistes. La aplicacién de DHA exégeno o del compuesto proporcionado aqui puede realizarse en las hojas de la planta,
como recubrimiento de semillas o como empapamiento del suelo. En una realizacién, la presente invencion abarca
una formulacién de pulverizacion que comprende DHA o un compuesto de la invencién.

Una ventaja particular es que se puede aplicar a la planta un compuesto de Férmula | o I, mas especifico DHA, como
medida preventiva o como agente de prehidrataciéon parcial controlada, es decir, antes de la infeccion o de
dafios/signos visibles de infeccion. En una realizacion particular, la invencion proporciona el uso de DHA, o un
estereoisbmero, tautébmero, hidrato, sal, éster, solvato, complejo y/o analogo funcional del mismo, para estimular la
defensa inmune de una planta contra la infeccién por nematodos, en particular contra nematodos parasitos de las
raices.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Efecto del DHA sobre el desarrollo radicular de plantulas de arroz. Se empaparon plantulas de
arroz de 3 dias con 1 ml de AA (20 mM), AO (20 U/ml}, DHA (20 mM), o agua (H20) como control negativo.
La longitud de la raiz del arroz (A), el peso seco de la raiz (B) y el nUmero de raices de la corona embrionarias
(ECR; C) se midieron 5 dias después del empapamiento. Las barras representan medias y desviacion
estandar de 8 plantas individuales para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con las plantas de control tratadas con agua (prueba de la t
de Student a = 0,05).

Figura 2. Efecto del DHA sobre el crecimiento de las raices del arroz en condiciones no infectadas e
infectadas con nematodos. Se pulverizaron foliarmente plantas de arroz de 14 dias con AA (20 mM), AO
(20 U/ml), DHA (20 mM), o agua (H20) como control negativo (Ctrl}. Un dia después, la mitad de las plantas
se inocularon con 250 nematodos por planta. (A) La evaluacién de la longitud de la raiz se realiz6 a los 4, 8
y 12 dias después de la pulverizacién (DDP), que corresponde a 3, 7 y 11 dias después de la inoculacién
(ddi) en el caso de plantas infectadas por nematodos. Cada punto muestra la media y el error estandar de 8
plantas individuales para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (prueba de la t de Student a = 0,05) en comparacion con el control de agua en el mismo
momento.

Figura 3. Efecto de la aplicacion foliar del DHA sobre la defensa de la raiz del arroz contra el nematodo
agallador M. graminicola. Ensayo de susceptibilidad en plantas de arroz pulverizadas foliarmente con AA
(20 mM), AO (20 U/ml), DHA (20 mM), o agua como control negativo (Ctrl). Se inocularon plantas de quince
dias con 250-300 nematodos. 24 horas antes de la inoculacién, las plantas se pulverizaron con las respectivas
sustancias quimicas. El nimero de agallas por planta (A) y el nimero de nematodos por planta (B) se
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contabilizaron a los 12 ddi. Las barras representan medias y errores estandar de 8 plantas. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (Duncan; a = 0,05). Los datos representan uno de tres
experimentos independientes con resultados similares. AO, ascorbato oxidasa; DHA, deshidroascorbato; AA,
acido ascorbico. Niveles reducidos de acido ascoérbico y DHA en los brotes (C) y en las raices (D) de plantas
pulverizadas foliarmente con AA, AO o DHA. Se pulverizaron plantas de dos semanas con sustancias
quimicas, y se recogieron muestras 24 h después. Se usé un total de 4 réplicas bioldgicas y tres réplicas
técnicas por muestra. Las barras representan valores medios + error estandar (n = 4). Se realiz6 una
comparaciéon multiple post hoc con Duncan (a = 0,05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas. AA, acido ascorbico; AO, ascorbato oxidasa; DHA, acido deshidroascorbico.

Figura 4. Efecto del tratamiento del suelo con DHA sobre la defensa de las raices del arroz contra el
nematodo agallador Meloidogyne graminicola.

Ensayo de susceptibilidad en suelo de plantas de arroz empapado con AA (20 mM), AO (20 U/ml), DHA (20
mM), o agua como control negativo. Se inocularon plantas de quince dias con 250-300 nematodos. 24 horas
antes de la inoculacion, las plantas se empaparon en el suelo con las respectivas sustancias quimicas. El
numero de agallas por planta (A) y el nimero de nematodos por planta (B) se contabilizaron a los 12 dias
después de la inoculacion. Las barras representan medias y desviacion estandar de 8 plantas. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Duncan; a = 0,05). Los datos representan uno
de tres experimentos independientes con resultados similares. AO, ascorbato oxidasa, DHA,
deshidroascorbato; AA, acido ascorbico.

Figura 5. La defensa inducida por la oxidacion de ascorbato contra los nematodos agalladores
depende de la biosintesis de JAy ET.

Nipponbare (Nip) de tipo salvaje y el mutante de sefializaciéon de JA jar1 se pulverizaron con agua, AO (20
U/ml), DHA (20 mM) y DIECA (inhibidor de la biosintesis de JA, 100 uM) o AoA (inhibidor de la biosintesis de
ET, 12,5 mMj}, solo o en combinacion con AO (20 U/ml) o DHA (20 mM). Las raices de las plantas se inocularon
con 300 juveniles de M. graminicola 24 horas después de la pulverizacion con las respectivas sustancias
quimicas. Las barras representan medias + error estandar del nimero de agallas de 8 plantas a los 12 dias
después de la inoculacion. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (prueba de
rangos multiples de Duncan con a = 0,05). MeJA, jasmonato de metilo; AO, ascorbato oxidasa; DHA,
deshidroascorbato; AcA, acido aminooxiacético; DIECA, é&cido dietilditiocarbamico.

Figura 6. Efecto del DHA sobre el crecimiento de raices y brotes en plantas de remolacha azucarera.
La evaluacion de la longitud de la raiz de la remolacha azucarera (A), la altura de los brotes (B) y el peso
fresco de la raiz (C) se realizé en plantas de remolacha azucarera pulverizadas foliarmente con AA (20 mM),
AO (20 U/ml), DHA (20 mM), o agua (H20) como control negativo (Ctrl). La pulverizacién se realiz6 en plantas
de 2 semanas, y las medidas se realizaron 1 semana después. Las barras representan medias y desviacion
estandar de 8 plantas individuales para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (prueba de la T de Student; a = 0,05) en comparacién con el control de agua.

Figura 7. Efecto del DHA sobre el crecimiento de raices y brotes en remolacha azucarera en
condiciones de infeccion por nematodos del quiste en un momento temprano. Se pulverizaron
foliarmente plantas de remolacha azucarera de 21 dias con AA (20 mM), AO (20 U/ml), DHA (20 mM), o agua
(H20) como control negativo. Un dia después, las plantas se inocularon con 250 nematodos Heterodera
schachtii por planta. La evaluacién de la longitud de la raiz (A), el peso fresco de la raiz (B), la altura de los
brotes (C) y el peso fresco de los brotes (D) se realiz6 a los 4 dias después de la pulverizacién (DDP), que
corresponde a 3 dias después de la inoculacién (ddi). Cada barra muestra la media y la desviacién estandar
de 8 plantas individuales para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (prueba de la T de Student; a = 0,05) en comparacion con el control de agua. AO, ascorbato
oxidasa; DHA, deshidroascorbato; AA, acido ascérbico.

Figura 8. Efecto del DHA sobre el peso fresco de las raices (A) y el numero de quistes (B) en la
remolacha azucarera en condiciones de infeccion por nematodos del quiste en un momento posterior.
Se pulverizaron foliarmente plantas de remolacha azucarera de 21 dias con AA (20 mM), AO (20 U/ml), DHA
(20 mM), o agua como control negativo (Ctrl}. Un dia después, las plantas se inocularon con 250 nematodos
Heterodera schachtii por planta. La evaluacion se realiz6 a los 43 dias después de la pulverizacién (DDP}),
que corresponde a 42 dias después de la inoculacién (ddi). Cada barra muestra la media y la desviacién
estandar de 8 plantas individuales para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (prueba de la T de Student; a = 0,05) en comparacién con el control de agua.
AOQO, ascorbato oxidasa; DHA, deshidroascorbato; AA, acido ascérbico.

Figura 9: Actividad de fenilalanina amoniaco liasa (PAL) en (A) brotes y (B) agallas y puntas de raices

no infectadas de plantas tratadas con DHA 20 mM o de forma simulada (Ctrl) 3 dias después de la
inoculacién. Las plantas no se infectaron (Mg-) o se inocularon con nematodos (Mg+). Se pulverizaron
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plantas de arroz de 14 dias, y 1 dia después, las plantas se inocularon con nematodos Meloidogyne
graminicola o se inocularon de forma simulada. Tres dias después de la inoculacion, se recogieron muestras
para la medida. Las barras de error indican la desviacion estandar de 4 réplicas biologicas que contienen un
conjunto de 4 plantas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Duncan; a = 0,05).
DHA, deshidroascorbato

Figura 10: Actividad de fenilalanina amoniaco liasa (PAL) en (A) brotes y (B) agallas y puntas de raices
no infectadas de plantas tratadas con DHA 20 mM o de forma simulada (Ctrl) 7 dias después de la
inoculacion. Las plantas no se infectaron (Mg-)} o se inocularon con nematodos (Mg+). Se pulverizaron
plantas de arroz de 14 dias, y 1 dia después, las plantas se inocularon con nematodos Meloidogyne
graminicola o se inocularon de forma simulada. Siete dias después de la inoculacién, se recogieron muestras
para la medida. Las barras de error indican la desviacion estandar de 4 réplicas biologicas que contienen un
conjunto de 4 plantas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Duncan; a = 0,05).
DHA, deshidroascorbato

Figura 11. Niveles de H202 en las raices de plantas tratadas con DHA 20 mM frente a plantas de control
tratadas con agua (Ctrl), medidos 1 dia después de la inoculacion de Mg (Mg+) o de la inoculacion
simulada (Mg-). Se pulverizaron plantas de arroz de 14 dias, y 1 dia después, las plantas se inocularon con
nematodos Meloidogyne graminicola o se inocularon de forma simulada. Un dia después de la inoculacién,
se recogieron raices para la medida. Las medidas se realizaron usando el método de naranja de xilenol. Las
barras de error indican la desviacion estandar de 3 réplicas biolégicas que contienen un conjunto de 4 plantas.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Duncan; a = 0,05). DHA,
deshidroascorbato

Figura 12. Esquema para examinar la expresion génica sistémica mediante secuenciacién de ARN en plantas
tratadas con DHA. DHA, deshidroascorbato

Descripcion de la invencion

Como se usan aqui, las formas singulares "un”, "una" y "el/la" incluyen referentes tanto en singular como en plural, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Las expresiones "que comprende”, "comprende” y "compuesto
por", como se usan aqui, son sinénimos de "que incluye", "incluye" o "que contiene", "contiene", y son inclusivos o
abiertos y no excluyen miembros, elementos o etapas del método adicionales no citados. La expresion "alrededor de",
como se usa aqui cuando se refiere a un valor medible tal como un parametro, una cantidad, una duracién temporal,
y similares, pretende abarcar variaciones de +/-20 % o menos, preferiblemente +1-10 % o menos, mas preferiblemente
+/-5 % 0 menos, de y a partir del valor especificado, en la medida en que tales variaciones sean apropiadas para
realizarse en la invencién descrita. Debe entenderse que el valor al que se refiere el modificador "alrededor de" también
se describe especifica y preferiblemente. Mientras que las expresiones "uno o mas" o "al menos uno", tal como uno o
mas o al menos un miembros de un grupo de miembros, son claras per se, mediante ejemplificacién adicional, la
expresion abarca, entre otras, una referencia a uno cualquiera de dichos miembros, o a dos o mas de dichos miembros,
tales como, por ejemplo, cualquiera >3, >4, >5, >6 0 >7, etc. de dichos miembros, y hasta todos dichos miembros.
Todas las referencias y ensefianzas a las que se hace referencia especificamente, citadas en la presente memoria
descriptiva, se incorporan por la presente como referencia en su totalidad. A menos que se defina lo contrario, todos
los términos usados en la descripcion de la invencion, incluidos los términos técnicos y cientificos, tienen el significado
comunmente entendido por un experto normal en la técnica a la que pertenece esta invencién. A modo de orientacion
adicional, se incluyen definiciones de términos para apreciar mejor las ensefianzas de la presente invencion. En los
siguientes pasajes se definen con mas detalle diferentes aspectos de la invencién. Cada uno de los aspectos asi
definidos puede combinarse con cualquier otro aspecto 0 aspectos, a menos que se indique claramente lo contrario.
En particular, cualquier caracteristica indicada como preferida o ventajosa puede combinarse con cualquier otra
caracteristica o caracteristicas indicadas como preferidas o ventajosas. La referencia a lo largo de esta memoria
descriptiva a "una realizacion" o "una realizacién" significa que un rasgo, estructura o caracteristica particular descrita
en relacion con la realizacion esta incluida en al menos una realizacién de la presente invencion.

La presente invencién se refiere al uso de un compuesto de férmula 1l para proteger plantas contra la infeccién con
nematodos como se define en la reivindicacion 1. Mas especificamente, la presente memoria descriptiva describe la
reduccién o prevencién del dafio a las raices por o debido a infecciones por nematodos en plantas, lograndose tal
efecto aplicando acido deshidroascérbico (DHA), o un estereoisémero, tautdmero, hidrato, sal, éster, solvato, y /o
complejo del mismo, a dicha planta. Ademas, se demostré que la aplicacién de DHA tanto a plantas sanas como a
plantas infectadas (por nematodos) da como resultado un mayor crecimiento de las raices (por ejemplo, mas raices y
mas largas en comparacion con las plantas de control). Ademas, se demostré que el aumento o la acumulacion de
DHA dentro de las raices de las plantas da como resultado tolerancia contra la infeccion por nematodos, y promueve
el crecimiento de las raices. Por lo tanto, la memoria descriptiva describe un método para controlar infecciones por
nematodos en una planta y/o para estimular el desarrollo de las raices en una planta mediante la aplicacién de un
compuesto como se define en las reivindicaciones 1 o 13, en particular acido deshidroascérbico (DHA), a la planta,
induciendo de ese modo la acumulaciéon de DHA en las raices de dicha planta.
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El &cido deshidroascdérbico (DHA) (CsHsOs; IUPAC (5R)-5-[(1S5)-1,2-dihidroxietil]furan-2,3,4(5H)-triona) es una forma
oxidada de acido ascoérbico (vitamina C), que tiene la siguiente formula estructural:

2

\:: -.;s;;;
L
£
O & Férmuta

La presente invencion proporciona usos de DHA como se presenta en la Formula |, o un estereoisdomero, tautémero,
hidrato, éster, solvato, y/o complejo del mismo.

Por consiguiente, la presente invencidn proporciona usos de un compuesto de la Férmula Il, o un estereoisémero,
tautdmero, hidrato, sal, éster, solvato, y/o complejo del mismo, en los que el compuesto de Férmula Il es:

R;

WO

R0

o o]

en la que R1y R2 representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, -SO3H, -PO3H2, un
grupo glicosilo,

0 -COX, en el que X representa un grupo alquilo de C1 a C30 no sustituido o sustituido o un grupo alquenilo
de C2 a C30 no sustituido o sustituido. En una realizacidon, R2 representa xilosa. Mas especificamente, al
menos uno de R1y R2 representa -COX, en el que X representa un grupo alquilo de C1 a C30 no sustituido
o sustituido o un grupo alquenilo de C2 a C30 no sustituido o sustituido. EI grupo glicosilo es un resto de
azUcar tal como un monosacarido, por ejemplo glucosa, galactosa, fructosa, ramnosa;

0 un oligosacarido de bajo peso molecular, por ejemplo rutinosa, vicianosa, lactosa, maltosa, sacarosa.

El numero de sustituyentes en los grupos alquilo o alquenilo puede ser 1, o puede ser 2 0 mas. Dos 0 mas sustituyentes
pueden ser iguales, o pueden ser diferentes. Ejemplos de grupos que pueden ser un "sustituyente" en el grupo alquilo
de C1a C30 o en el grupo alquenilo de C2 a C30 incluyen un grupo hidroxilo; un grupo mercapto; un grupo amino; un
grupo nitro; un atomo de halégeno; un grupo alcoxi; un grupo ariloxi; un grupo haloalcoxi; un grupo alquiltio; un grupo
alquilamino; un grupo arilamino; un grupo ciano.

Un "grupo alquilo de C1 a C30" en X es un grupo hidrocarbonado saturado que comprende 1 a 30 atomos de carbono.
Un grupo alquilo de C1 a C30 puede ser una cadena lineal o puede ser una cadena ramificada. Los ejemplos incluyen
metilo, etilo, n-propilo, etc. Un "grupo alquenilo de C2 a C30" en X es un grupo hidrocarbonado insaturado que
comprende 2 a 30 atomos de carbono que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Un grupo alquenilo de
C2 a C30 puede ser una cadena lineal 0 puede ser una cadena ramificada. Los ejemplos incluyen propenilo, alilo,
butenilo, pentenilo, etc.

Las sales agroquimicamente aceptables adecuadas pueden incluir sales de metales alcalinos, por ejemplo sales de
sodio o potasio; sales de metales alcalino-térreos, por ejemplo sales de calcio o magnesio; y sales formadas con
ligandos organicos adecuados, por ejemplo sales de amonio cuaternario. Una sal puede ser cualquier compuesto
idnico que pueda formarse mediante la reaccién de neutralizacion de un compuesto acido y una base. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, una sal de amonio, de potasio o de isopropilamina. En otra realizacion, las sales de
bases se forman a partir de bases que forman sales no toxicas, incluidas sales de aluminio, arginina, benzatina, colina,
dietilamina, diolamina, glicina, lisina, meglumina, olamina, trometamina y zinc. En una realizacién, también se pueden
formar hemisales de acidos y bases, por ejemplo sales de hemisulfato y hemicalcico. En una realizacion particular, la
invencién también abarca ésteres derivados de los compuestos de la invencién. Dichos ésteres pueden ser de
particular interés para una aplicacién foliar en vista de sus propiedades de penetracion mejoradas.

En una realizacion, la invencidn proporciona el uso de acido L-deshidroascérbico (Numero CAS 490-83-5).

En una realizacién adicional, el compuesto de Formula | o I, en particular DHA, se usa para controlar infecciones por
nematodos en plantas. Mas especificamente, el compuesto de lainvencion se usa para mejorar la tolerancia de plantas
0 cultivos a nematodos, en particular nematodos de raices. La presente invencion demuestra que la aplicacién
exégena del compuesto, en particular DHA, a una planta protege a las plantas contra la infeccién con nematodos, y
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de manera mas especifica, inhibe la penetracién de nematodos fitoparasitos (lo que da como resultado una reduccién
del numero de nematodos en las plantas), mejora el crecimiento y desarrollo de las raices en condiciones infectadas,
y/o reduce el nimero de sitios de alimentacion tales como, por ejemplo, la produccién de agallas o sincitios por tales
nematodos. Por lo tanto, los compuestos de la invencién se pueden usar como un "estimulador de plantas", es decir,
un compuesto que aumenta la defensa inmune de una planta y estimula el crecimiento de las raices.

Las expresiones "controlar nematodos" o "proteger contra la infecciéon por nematodos" se refieren a reducir el efecto
negativo general de los nematodos fitopatégenos en las plantas, de manera que las plantas experimenten una menor
cantidad de efectos negativos por dichos nematodos en comparacion con las plantas no tratadas con el compuesto,
en particular DHA. El efecto negativo general de los nematodos fitopatdgenos se puede reducir, tal como reduciendo
el nimero o la densidad total de nematodos fitoparasitos (es decir, disminucién de la poblaciéon de nematodos) en la
planta, o reduciendo la gravedad o el alcance de los efectos negativos de los nematodos (por ejemplo, nimero de
lesiones, manchas, marchitez, formacién de agallas, putrefaccion, muerte de las plantulas, reduccion del crecimiento,
pérdidas de rendimiento, etc.). Es particularmente ventajoso que el compuesto, en particular DHA, estimula la defensa
inmune sistémica de la planta, y puede usarse de forma preventiva o preventiva como agente de prehidratacién parcial
controlada (por ejemplo, para plantulas o plantas no infectadas), asi como curativa y sélo requiere una formulacion
simple. El uso como agente de prehidratacion parcial controlada retrasara, o incluso evitara, el dafio a la planta cuando
se infecte.

Como se usa aqui, el término "nematodo" se refiere a animales multicelulares del filo Nematoda. "Nematodo
fitoparasito" se refiere a parasitos nematodos de plantas que se pueden encontrar en/sobre raices, semillas, flores,
hojas, tallos, o el suelo en el que crece la planta. Los nematodos fitoparasitos se alimentan de todas las partes de la
planta, incluidas raices, tallos, hojas, flores y semillas, e incluyen microorganismos de los géneros Meloidogyne,
Heterodera, Globodera, Pratylenchus, Aphelenchoides, Xiphinema, Radopholus, Bursaphelenchus, Rotylenchulus,
Nacobbus, Longidorus, Ditylenchus y Trichodorus. En una realizacién, los nematodos parasitos son de los géneros
Meloidogyne, Heterodera y Pratylenchus.

Los "nematodos del quiste" (géneros Heterodera y Globodera) y los "nematodos agalladores" (género Meloidogyne),
en particular, causan importantes pérdidas econémicas en las plantas, especialmente en las plantas de cultivo.
Ejemplos de nematodos del quiste incluyen H. schachtii (nematodo del quiste de la remolacha azucarera), H. avenae
(nematodo del quiste de los cereales), H. glycines (nematodo del quiste de la soja), H. sacchari (nematodo del quiste
de la cafia de azucar), H. carotae (nematodo del quiste de la zanahoria), G. pallida (nematodo del quiste blanco de la
patata) y G. rostochiensis (nematodo del quiste amarillo de la patata). Los nematodos agalladores incluyen, por
ejemplo, M. graminicola, M. javanica, M. incognita, M. arenaria, M. chitwoodi, M. artiellia, M. fallax, M. hapla, M.
microtyla, M. partityla, M. panyuensis, M. naasi, M. exigua, M. enterolobii y M. paranaensis. Estos patdégenos
establecen "sitios de alimentacién” en la planta, provocando la transformacién morfologica de las células vegetales en
células gigantes o sincitios, que bloguean el flujo de nutrientes y productos de la fotosintesis. Por lo tanto, la "infeccién”
por nematodos se refiere a la invasion y alimentacion de los tejidos de la planta hospedante. Otros nematodos que
causan dafios significativos incluyen los nematodos de "lesién de las raices", tales como Pratylenchus, particularmente
P. penetrans, que infecta el maiz, el arroz y las hortalizas, P. brachyurus, que infecta la pifia, P. zeae, que infecta los
cereales, la cafia de azucar y el café, P. coffeae, que infecta el café y el platano, y P. thornei, que infecta el trigo.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona el uso de un compuesto de Férmula | o I, mas especificamente
DHA, o un estereoisémero, tautémero, hidrato, sal, éster, solvato, y/o complejo del mismo, para controlar la infeccién
de una planta con un nematodo agallador seleccionado del grupo que consiste en: M. graminicola, M. javanica, M.
incognita, M. arenaria, M. chitwoodi, M. artiellia, M. fallax, M. hapla, M. microtyla, M. partityla, M. panyuensis, M. naasi,
M. exigua, M. enterolobii y M. paranaensis, en particular M. graminicola.

En otra realizacion, la invencién proporciona el uso de un compuesto de Férmula | o I, mas especificamente DHA, o
un estereoisbmero, tautdmero, hidrato, sal, éster, solvato, y/o complejo del mismo, para controlar la infeccion de una
planta con un nematodo del quiste seleccionado del grupo formado por H. schachtii, H. avenae, H. glycines, H. sacchari,
H. carotae, G. pallida y G. rostochiensis, en particular H. schachtii.

La presente memoria descriptiva describe una composicion o formulacion que comprende el compuesto de férmula Il
como se proporciona aqui y un diluyente, un aditivo, un (micro)nutriente vegetal, un estabilizador de emulsién, un
tensioactivo, un amortiguador, un aceite de cultivo, un inhibidor de la deriva, y/o 0 un sustrato (inerte), en particular
agua y/o un tensioactivo. En particular, la composicion es una pulverizacion foliar, un empapamiento de raices o un
recubrimiento de semillas. Ademas, el compuesto usado en la invencién, o una composicion que lo comprende, puede
incluir o usarse ademas en combinacién con uno o mas fertilizantes, bioestimulantes, herbicidas, fungicidas,
bactericidas, acaricidas, nematicidas y/o insecticidas. En particular, la composicién es una composicién agroquimica
que comprende DHA como se proporciona aqui, y al menos un excipiente, en particular un excipiente agricola y/u
horticolamente aceptable. La expresion "agricola y/u horticolamente aceptable" indica que la formulacién no es téxica
y de otro modo es aceptable para su aplicacion a una planta, ya sea que se aplique en interiores (por ejemplo, en un
ambiente contenido) o en exteriores (por ejemplo, en un ambiente no contenido que esté expuesto a otras formas de
vida vegetal, animal y humana).
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Los compuestos de Férmula | o Il, o como se proporcionan aqui, pueden aislarse (por ejemplo, en forma
sustancialmente purificada) o prepararse sintéticamente usando técnicas estandar, o pueden estar comercialmente
disponibles. En particular, el compuesto no forma parte de un extracto natural elaborado extrayendo una parte de una
materia prima, a menudo usando un disolvente tal como etanol o agua (por ejemplo, extractos acuosos o etanélicos
de semillas o plantas; aceites). Mas en particular, el compuesto, en particular DHA (por ejemplo, como parte de una
composicion), se emplea con una pureza de 90 % a 100 %, preferiblemente de 95 % a 100 % (segun su espectro de
RMN).

Ejemplos de excipientes adecuados son Tween® 20 (que comprende polioxietileno (20) y monolaurato de sorbitan
(polisorbato 20)), etoxilato de aceite de ricino, éster metilico de colza, fosfatos de alquilo, fosfato de tributilo, fosfato
de tripropilo, sales de acido naftalenosulfénico, sulfonato organico/2-metilpentano-2,4-diol, alquilpoliglucésido,
derivados de siloxanos, alquilsulfonatos, policarboxilatos, lignosulfonatos, triglicéridos alcoxilados, polimeros de
aminas grasas, y dioctilsulfosuccinatos.

La composicién o formulaciéon normalmente contendra cantidades eficaces de un compuesto como se describe aqui.
Una "cantidad eficaz" significa que se usa en una cantidad que permite obtener el efecto deseado pero que no da
lugar a ningdn sintoma fitotoxico significativo en la planta tratada. En una realizacién, la concentracién del compuesto
(por ejemplo, DHA) administrado sobre o a la planta oscila de 0,5 a 1000 mM, de 1 a 500 mM, en particular de 1 a 200
mM, mas en particular de alrededor de 5 a alrededor de 150 mM, incluso mas en particular de alrededor de 10 a
alrededor de 100 mM.

Se puede tratar cualquier planta/cultivo. El término "planta (o plantas)" es sinénimo del término "cultivo", que debe
entenderse como una planta de importancia econémica y/o una planta cultivada por el hombre. Los métodos,
compuestos y composiciones de la presente invencidon se pueden aplicar a cualquier planta monocotiledénea o
dicotiledénea, o a un arbol. En una realizacién, la planta tratada pertenece a la familia del amaranto (Amaranthaceae),
por ejemplo la remolacha azucarera (Beta vulgaris) o las espinacas (Spinacia oleracea). En otra realizacién, la planta
tratada es una planta monocotiledénea, en particular una hierba, mas en particular una hierba cereal tal como arroz.
El arroz es monocotiledénea, e incluye los géneros Oryza, Zizania y Porteresia.

Segun el uso de la presente invencién, un compuesto de la invencién, o una composicién que lo comprende, se aplica
a una planta, directa o indirectamente. Puede tratarse o usarse cualquier parte apropiada de la planta, incluidos
organos de la planta (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas, y células vegetales y progenie de las mismas.
En una alternativa, el compuesto o una composicién se puede aplicar al suelo o sustrato que rodea a la planta, aunque
en contacto directo con las raices. La aplicaciéon del compuesto es previa a la siembra, en el momento de la siembra,
o después de la siembra. En una realizacién, la puesta en contacto incluye la aplicacién directa a una planta. Toda o
parte de una planta, incluyendo, sin limitacién, hojas, tallos, raices, propagulos (por ejemplo, esquejes), frutas, semillas,
etc., puede ponerse en contacto con el compuesto como se proporciona aqui. La puesta en contacto también puede
llevarse a cabo indirectamente, mediante aplicacion, por ejemplo, al suelo u otros sustratos vegetales, pero haciendo
posible la absorcién por parte de la planta.

Los métodos de aplicacion preferidos son el tratamiento foliar (por ejemplo, mediante pulverizacion), el tratamiento de
semillas (por ejemplo, mediante recubrimiento de semillas), o el tratamiento del suelo (por ejemplo, mediante
empapamiento del suelo), y en particular el tratamiento foliar. Las partes de la planta a tratar pueden ser una semilla,
un fruto, un cuerpo frutal, una hoja, un tallo, un brote, un pedinculo, una flor, una raiz, un tubérculo o un rizoma, en
particular hojas.

Los métodos de aplicacion adecuados incluyen pulverizacién a alta o baja presion, inmersién, atomizacion, formacién
de espuma, nebulizacién, recubrimiento, y encostracién. Los expertos en la técnica pueden imaginar otros
procedimientos de aplicacion adecuados. En una realizacion particular, el compuesto de la invencién se aplica a las
partes de la planta aéreas o al follaje de la planta mediante pulverizacién, por ejemplo mediante el uso de
pulverizadores mecanicos. Los pulverizadores convierten en gotitas una formulacién de la invencion que se mezcla
con un vehiculo liquido, tal como agua o fertilizante. Las gotitas pueden ser de cualquier tamafio. También se pueden
usar pulverizadores de brazo y pulverizadores de chorro de aire para aplicar formulaciones de la invencién a cultivos
preemergentes o post-emergentes. Los pulverizadores de chorro de aire inyectan formulaciones de la invencion
mezcladas con un vehiculo liquido en una corriente de aire que se mueve rapidamente. Cuando las formulaciones de
la invencién estan en forma sélida, de polvo o de granulos, se pueden aplicar con equipos de aplicaciéon de granulos
o de polvo.

En otra realizacién, las semillas de una planta se recubren con un compuesto como se proporciona aqui ("semillas
recubiertas").

Se puede usar cualquier método apropiado de recubrimiento de semillas conocido por la persona experta.
En otro aspecto, el compuesto usado en la invencién, o una composiciéon que lo comprende, se puede aplicar al

sustrato de la planta (por ejemplo, en hidroponia) o al suelo directamente, por ejemplo mediante riego por goteo o
aplicacion por empapamiento (empapamiento del suelo). Un empapamiento del suelo aplica el compuesto, tal como
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DHA, opcionalmente mezclado con agua, al suelo alrededor de la base de una planta para que sus raices puedan
absorber el extracto.

Segun el uso de la presente invencion, el compuesto de férmula I, o la composicion que comprende tal compuesto,
se puede aplicar una vez a una planta (parte)/cultivo, o se puede aplicar dos 0 méas veces, una tras otra, con un
intervalo entre cada dos aplicaciones como puede determinar la persona experta en la técnica.

Ejemplos

Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Arroz - Semillas de arroz silvestre Oryza sativa cv. Nipponbare se obtuvieron del USDA (GSOR-100). Las semillas
germinaron en papel de filtro himedo durante 4-5 dias a 30°C, y entonces las plantulas se transfirieron a sustrato SAP
(arena mezclada con polimero absorbente AquaPerla®, DCM, Bélgica), y se cultivaron adicionalmente a 28°C, bajo un
régimen de luz de (dia/noche) 12/12. La disolucion de Hoagland se administré como fuente de nutrientes 3 veces por
semana.

Remolacha azucarera - semillas del cv. Amarok se germinaron en tejido humedo durante 4-5 dias a 25°C. Para
experimentos mas prolongados, las plantulas se trasplantaron a tubos de policloruro de vinilo (PVC) que contenian
particulas finas de tierra. Todos los experimentos se realizaron en una sala de crecimiento de plantas a 25°C, con un
régimen dia/noche de 16/8 h. Las plantas se fertilizaron suministrando disolucién de Hoagland como fuente de
nutrientes 3 veces por semana.

Extraccion de nematodos, inoculacion y analisis de susceptibilidad y tolerancia de las plantas
Nematodo agallador Meloidogyne graminicola

M. graminicola aislado originalmente en Filipinas (Batangas) se cultivé en plantas de arroz susceptibles. Los juveniles
de segunda etapa (J2) se extrajeron usando un método de extraccién con tamiz/bandejam y la inoculacién se realizd
como se describe en Nahar et al, (2011). Para los ensayos de susceptibilidad, se realizaron al menos dos
experimentos independientes, incluyendo cada vez ocho plantas por tratamiento. Doce dias después de la inoculacién
(ddi), las raices se tifieron con fucsina acida (Nahar et al., 2011) para contar las agallas y el nimero de nematodos en
las raices.

Nematodo del quiste de la remolacha (BCN), Heterodera schachtii

Los BNC del quiste se obtuvieron de Iran, y se mantuvieron en plantas de remolacha azucarera (cv. Amarok). Los
quistes se obtuvieron de cultivos madre, lavando el suelo infectado y dejando que los quistes flotaran en agua. Los
quistes completos con huevos se recogieron a mano y se dejaron secar antes de prepararlos para la eclosién. Para
que eclosionaran los juveniles de segunda etapa (J2), los quistes se colocaron en 3 mM de ZnCls, y se transfirieron a
una incubadora/agitadora a una temperatura de 25,5°C a 70 rpm durante 4 dias (Kammerhofer et al., 2015). Los J2
se resuspendieron en agua, y se contaron bajo un estereomicroscopio. Se inocularon alrededor de 250-300 nematodos
J2 por planta. Un dia antes y después de la inoculacion, las plantas no recibieron nutrientes ni agua. Para investigar
la tolerancia de la planta a la infeccién por BCN, se midieron la longitud de las raices, la altura de los brotes, el peso
fresco de las raices y el nimero de quistes en diferentes momentos después de la pulverizacién y/o de la inoculacién.
Para todos los experimentos, se usaron 8 plantas individuales por tratamiento.

Aplicaciones quimicas

El &cido ascérbico reducido (AA, 20 mM), el acido deshidroascorbico (DHA, 20 mM), la ascorbato oxidasa (AQ, 20
U/ml}, el jasmonato de metilo (MeJA, 100 uM), el acido aminooxiacético (AoA, 12,5 mM), el acido dietilditiocarbamico
(DIECA, 100 uM) y el etefon (100 puM) se adquirieron de Sigma, y se disolvieron en agua (excepto MeJA, que se
disolvié primero en una gota de ETOH) para alcanzar la concentracién indicada.

Evaluacion del crecimiento de plantulas

Se empaparon plantulas de arroz de 3 dias con 1 ml de AA (20 mM), AO (20 U/ml), DHA (20 mM), o agua (H20) como
control negativo. La longitud de las raices del arroz y el peso seco de las raices, asi como el nimero de raices de la
corona embrionarias (ECR), se midieron 5 dias después del empapamiento.

Aplicacion foliar y empapamiento del suelo

Para la aplicacion foliar, todos las sustancias quimicas se disolvieron en agua, y se afiadié 0,02 % (v/v) de Tween20
como tensioactivo antes de pulverizar sobre las partes aéreas de las plantas de arroz. Las plantas de control se
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pulverizaron con agua destilada que contenia Tween20 al 0,02 %. Se pulverizaron ocho plantas por tratamiento hasta
escurrimiento con 6,5 ml de disolucién (24 h antes de la inoculacién de los nematodos, en los casos en los que se
usaron plantas infectadas). El sustrato se cubrié para evitar el contacto directo con las raices y/o nematodos.

Para la aplicacién al suelo, se empaparon 6,5 ml de cada disolucién sobre el sustrato, 24 h antes de la inoculacién de
los nematodos.

Andlisis bioquimicos

Medidas de ascorbato - se recogieron raices de plantas de un conjunto de 5-6 plantas por tratamiento, y se trituraron
en nitrégeno liquido. En cada ensayo se usaron 100 mg de material triturado por muestra, y se analizaron al menos 4
réplicas biologicas por tratamiento. Los AA reducidos y oxidados se midieron segun el método descrito en Ueda et al.,
2013. La absorbancia se monitorizé usando un lector de microplacas (TECAN - Infinite200pro).

Medidas de H20: - plantas de arroz de 14 dias se pulverizaron foliarmente con DHA 20 mM, y 1 dia después, las
plantas se inocularon con nematodos Meloidogyne graminicola (Mg+) o se inocularon de forma simulada (Mg-). Un
dia después de la inoculacién, se recogieron muestras. Las muestras de raices se congelaron instantaneamente y se
molieron en nitrégeno liquido. Por muestra, se usaron 100 mg de material para llevar a cabo el método de naranja de
xilenol para la cuantificacion de H202 descrito por Cheeseman (2006). Después de una extraccién con acido
tricloroacético al 5 %, y una reaccion de 30 minutos con el reactivo sulfato ferroso aménico/naranja de xilenol (FOX),
la absorbancia se midié a 560 nm. La concentracién se calculé comparandola con una curva patrén de concentraciones
conocidas de H20-. El ensayo se realizd con 3 réplicas biolégicas, cada una de las cuales consisti6 en material
combinado de 4 plantas.

Medidas de la actividad de PAL - plantas de arroz de 14 dias se pulverizaron foliarmente con DHA 20 mM, y 1 dia
después, las plantas se inocularon con nematodos Meloidogyne graminicola (Mg+) o se inocularon de forma simulada
(Mg-). Tres o siete dias después de la inoculacién, se recogieron muestras. Se recogieron tanto agallas como tejido
sistémico (brotes). Las muestras se congelaron instantAneamente y se molieron en nitrégeno liquido. Por muestra, se
usaron 100 mg de material para llevar a cabo la medida de la actividad de PAL segun Camacho-Cristébal et al. (2002).
PAL se evalué midiendo la formacion de &cido transcinamico a 290 nm. Las muestras se disolvieron en 800 pl de
fosfato de sodio 50 mM como amortiguador de ensayo que contenia polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 2 % (p/v), EDTA
2 mM, mercaptoetanol 18 mM, y Triton X-100 al 0,1 % (v/v). El homogeneizado se centrifugd a 8000 rpm, 4°C durante
10 min. En diferentes tubos de 2 ml, se mezclaron 135 pl de amortiguador de reaccién, 50 pl de L-fenilalanina 5 mM,
y 20 pl de sobrenadante, y la absorbancia se midié a 290 nm antes de la incubacién a 40°C durante 30 minutos.
Después, se afiadieron 10 pl de acido clorhidrico, y se realizé nuevamente la medida a la misma longitud de onda. El
ensayo se realizo con 4 réplicas biolégicas, cada una de las cuales consistié en material combinado de 4 plantas.

Perfiles de expresion génica mediante secuenciacion de ARN en tejido de raiz tras aplicacion foliar en arroz

Se pulverizaron foliarmente plantas de arroz de catorce dias con DHA 20 mM como se describe anteriormente. 1 dia
después del tratamiento se tomaron muestras del material de raices de 3 réplicas biolégicas de plantas de control y 3
réplicas biologicas de plantas tratadas. Cada réplica biolégica consiste en al menos 4 plantas individuales que se
combinaron para minimizar la variabilidad biolégica inherente. El ARN se extrajo utilizando el RNeasy Mini Kit de
Qiagen. La calidad y concentracion de las muestras se evaluaron usando NanoDrop 2000. Se usé aproximadamente
un microgramo de ARN total para la construccion de la biblioteca 3' mMRNA-Seq usando el kit QuantSeq 3' mMRNA-Seq
Library Prep Kit FWD para lllumina (Lexogen). Para minimizar los efectos del carril, las muestras se multiplexaron
usando los adaptadores de secuenciacion de multiplexacién proporcionados en el kit Multiplexing Sample Preparation
Oligo (lllumina). La seleccién del tamafio de la biblioteca se realizé6 en un gel de agarosa al 2 % (Low Range Ultra
Agarose, Biorad 161-3107). La biblioteca desnaturalizada se diluy6é hasta una concentracién final de 6 pM, y se cargo
en una celda de flujo (lllumina). Después de la generacién del grupo, la biblioteca multiplexada se secuencié en un
lllumina NextSeq500 (75 ciclos, extremo (nico, alto rendimiento). El analisis de datos se realiz6 usando Microsoft
Open R (versién 3.5.2). Los datos sin procesar se sometieron a un control de calidad mediante la funcion fastqc. Tras
el control de calidad, las muestras se recortaron (usando Trimmomatic (Manual de Trimmomatic: V0.32), y nuevamente
se comprobo6 su calidad. Los datos recortados se cartografiaron en el genoma anotado mediante el uso de la funcién
STAR-mapper (Dobin, 2019). La tabla de conteo de los datos se generd usando la funcion de resumen de
superposiciones en R. Los genes expresados diferencialmente se detectaron usando la funcién DESEQ2, para
analizar la tabla de conteo, y aplicando una tasa de descubrimiento falso de 0,01 (valores de p ajustados <0,01). Las
listas de genes se analizaron usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon en MapMan, para identificar rutas
significativamente inducidas.

Resultados

Ejemplo 1: El DHA promueve el crecimiento de las raices y la formacion de raices de la corona embrionarias
en plantulas de arroz
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Tres dias después de la germinacion, las plantulas de arroz se empaparon con 1 ml de AA (acido ascoérbico reducido,
20 mM), DHA (20 mM), o ascorbato oxidasa (AQ, 20 U/ml), o agua como control. 5 dias después de esta aplicacion,
la longitud de la raiz (Fig. 1A), el peso seco de la raiz (Fig. 1B) y el numero de raices de la corona embrionarias (ECR;
Fig. 1C) fueron significativamente mayores en las plantulas tratadas con DHA. Las plantulas tratadas con AA tenian
raices ligeramente mas cortas (Fig. 1A) y significativamente menos ECR (Fig. 1C) que las plantas de control, y las
plantulas generalmente parecian mas vigorosas después del tratamiento con DHA. Si bien la AO también tuvo algunos
efectos positivos sobre el peso seco de las raices y la ECR, no se observaron efectos en la longitud de las raices para
este compuesto.

Ejemplo 2: El DHA mejora la tolerancia del arroz a la infeccion por nematodos agalladores

Se pulverizaron foliarmente plantas de arroz de 14 dias con AA (20 mM), AO (20 U/ml), DHA (20 mM), o agua (H20)
como control negativo (Ctrl). Un dia después, la mitad de las plantas se inocularon con 250 nematodos por planta,
mientras que la otra mitad permanecio sin infectar. La longitud de las raices de todas las plantas se monitorizo en tres
momentos diferentes: 4 dias, 8 dias y 12 dias después de la pulverizacion (DDP). En condiciones no infectadas (Fig.
2A izquierda), solo las plantas tratadas con DHA tenian raices significativamente mas largas a los 12 DDP. En
condiciones infectadas por nematodos, las plantas tratadas con AO tuvieron un ligero aumento en la longitud de las
raices, mientras que las plantas tratadas con DHA tuvieron la mejora mas significativa en la longitud de las raices tanto
a los 8 DDP (7 dias después de la inoculacion de nematodos) como a los 12 DDP (11 dias después de la inoculacién
de nematodos) (Fig. 2B).

Ejemplo 3: La pulverizacion foliar con DHA protege al arroz contra la infeccion por nematodos agalladores

Las plantas de arroz se pulverizaron foliarmente con AA (20 mM), DHA (20 mM), o ascorbato oxidasa (AO, 20 U/ml),
24 h antes de la inoculaciéon de los nematodos. Investigamos el efecto de estos tratamientos sobre el nimero de
agallas y el numero de nematodos a los 12 ddi. No hubo diferencias significativas en el nimero de agallas y el nimero
total de nematodos entre las plantas de control y las rociadas con AA (Fig. 3A y B), pero si se observé un nimero
significativamente menor de agallas (Fig. 3A) y un menor nimero de nematodos (Fig. 3B) en plantas de arroz
pulverizadas con AO o con DHA.

También evaluamos el efecto de la aplicacion foliar de estas sustancias quimicas (AA, AO y DHA) sobre los niveles
endégenos de AA reducido y AA oxidado (=DHA)}, 24 h después de su aplicacién. La cantidad de AA reducido aumenté
significativamente en los brotes de las plantas pulverizadas con AA (Figura 3C), mientras que no se observaron
cambios en las raices (Fig. 3D). Tras la aplicacién foliar de AQ, los niveles totales de ascorbato reducido y oxidado
disminuyeron ligeramente en los brotes, mientras que principalmente DHA se acumulé en las raices de las plantas
pulverizadas frente a las plantas de control (Fig. 3D). Los brotes pulverizados con DHA contenian cantidades
significativamente mayores de DHA que las plantas de control, en los brotes, mientras que el nivel total de ascorbato
aumenta en las raices (Fig. 3C y 3D). Estos datos muestran que el DHA tiene un efecto sistémico en la planta. Los
resultados obtenidos con aplicaciones foliares demuestran que el DHA, aplicado externamente, reduce la
susceptibilidad de la raiz del arroz al RKN.

Ejemplo 4: Empapar el suelo con DHA protege el arroz contra la infeccién por nematodos agalladores

En este experimento se aplicaron los mismos tratamientos que en el ejemplo 3 como empapamiento del suelo. Doce
dias después de la inoculacion del nematodo agallador (M. graminicola), no observamos diferencias significativas en
el niumero de agallas y el nimero total de nematodos entre plantas de arroz de control y plantas de arroz empapadas
en suelo con AO (Fig. 4Ay B). Sin embargo, se observé un nimero significativamente menor de agallas (Figura 4A) y
un menor nimero de nematodos (Figura 4B) en el suelo de las plantas de arroz empapado con AA o DHA. Estos datos
muestran que la aplicacion de DHA reduce el nimero de agallas y de nematodos en las plantas de arroz. En
combinacion con el ejemplo 3, estos resultados muestran que el DHA se puede aplicar tanto como empapamiento del
suelo y como pulverizacién foliar para proteger sistémicamente a la planta de la infeccién por nematodos.

Ejemplo 5: El DHA activa la defensa sistémica de las raices contra los nematodos a través de la ruta JA/ET

Para investigar si la induccién de una defensa sistémica inducida en el arroz contra los nematodos agalladores
funciona mediante la activacion de etileno (ET) y acido jasménico (JA), se llevo a cabo un experimento de infeccion
usando la aplicacion foliar de DHA. Este tratamiento se realizé en el mutante Osjar? de sefializacién de jasmonato y
en plantas Nipponbare (Nip) de tipo salvaje. Ademas, DHA se pulverizé en Nipponbare de tipo salvaje en combinacion
con el inhibidor de la biosintesis de JA, sal de amonio del acido dietilditiocarbamico (DIECA), o el inhibidor de la
biosintesis de ET, acido aminooxiacético (AoA) (Fig. 5B). Nuevamente, se observé una reduccién significativa en el
numero de agallas (reduccién del 50-70 %) en las plantas de tipo salvaje pulverizadas con DHA en comparacioén con
las plantas de tipo salvaje no pulverizadas. Se observé un nimero significativamente mayor de agallas en las plantas
mutantes Osjar? y pulverizadas con DIECA en comparacién con Nipponbare de tipo salvaje, lo que confirma y amplia
los resultados de Nahar et al. (2011), que muestran que JA esta implicado en la defensa contra RKN en arroz. Sin
embargo, so6lo se observé una reduccién del 25-30 % en los mutantes Osjar? pulverizados con DHA, y de manera
similar, s6lo se observo una reduccion del 20 % en plantas pulverizadas con una combinacion de DIECA y DHA. Las
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plantas pulverizadas con inhibidor de ET, AoA, tuvieron un nimero significativamente mayor de agallas en comparacién
con las plantas de control. Sin embargo, cuando se combin6 AoA con DHA, nuevamente sélo se observo una reduccion
del 20 % (Fig. 5B). En conjunto, se puede concluir que la defensa sistémica inducida por DHA contra los nematodos
agalladores depende parcialmente de la activacion de las rutas de JAy ET.

Ejemplo 6: EI DHA mejora la longitud de las raices de la remolacha azucarera y la salud general de las plantas
jovenes

Se pulverizaron foliarmente plantas de remolacha azucarera de dos semanas con AA (20 mM), AO (20 U/ml), DHA (20
mM), o agua como control negativo (Ctrl}). Siete dias mas tarde, se midi6 la longitud de raiz y brote, y el peso fresco
de laraiz. Los resultados, que se muestran en la figura 6, revelan que las plantas tratadas con AO y DHA tenian raices
significativamente mas largas. Esto demuestra que la oxidacién de ascorbato en las plantas, mediante el suministro
de tratamiento con DHA o AO, mejora el crecimiento de las raices. Aunque no fue estadisticamente significativo, ambos
tratamientos también afectaron positivamente la longitud de los brotes y el peso de las raices (Fig. 6B y 6C). En general,
las plantas tratadas con DHA parecieron mas vigorosas durante todo el experimento.

Ejemplo 7: La pulverizacion foliar con DHA protege a la remolacha azucarera contra la infeccion por
nematodos del quiste de la remolacha

Se pulverizaron foliarmente plantas de remolacha azucarera de tres semanas con AA (20 mM), AO (20 U/ml}, DHA (20
mM), o agua como control negativo (Ctrl}. Un dia después, las plantas se inocularon con 250 nematodos Heterodera
schachtii por planta. 3 dias después, que corresponde a 4 dias después de la pulverizacion (DDP), se evaluaron los
parametros de raices y brotes. Los resultados, que se muestran en la Figura 7, revelan un aumento significativo en la
longitud de la raiz (Fig. 7A), el peso de la raiz (Fig. 7B) y el peso de los brotes (Fig. 7D) en las plantas tratadas con
DHA. La altura de los brotes también se vio influida positivamente por este tratamiento, aunque no fue estadisticamente
significativa (Fig. 7C). Ninguno de los otros tratamientos (AA o AO) tuvo efectos significativos sobre estos parametros.

Las mismas plantas también se evaluaron en un momento posterior, concretamente 43 DDP, correspondiente a 42
dias después de la inoculacién de los nematodos. En este momento, las plantas tratadas con DHA todavia tenian
significativamente mas peso fresco de las raices (Fig. 8A) y un sistema de raices mejor desarrollado que las plantas
de control, mientras que otros tratamientos no tuvieron ningun efecto significativo. EI nimero de quistes encontrados
en las plantas tratadas con DHA fue significativamente menor en comparacién con las plantas no tratadas (Fig. 8B).
Esto confirma que el DHA induce una defensa sistémica contra la infeccion por nematodos del quiste de la remolacha
en las plantas de remolacha azucarera.

Ejemplo 8: Induccion de respuestas de defensa de las plantas ante la infeccion por nematodos en plantas
tratadas con DHA

Se investigaron medidas bioquimicas de las respuestas de defensa, mas especificamente los niveles de H202 y la
actividad de PAL, en plantas tratadas con DHA 20 mM, que no estaban infectadas o estaban infectadas con el
nematodo agallador M. graminicola. La actividad de PAL, que es una indicacion de la activacién de la ruta de los
fenilpropanoides, aumenta fuertemente con el tratamiento con DHA tanto en tejidos infectados localmente -es decir,
agallas en comparacién con las puntas de las raices no infectadas- como en tejidos sistémicos de brotes de plantas
infectadas frente a no infectadas, a las 3y 7 dpi (Figuras 9 y 10). H202, tipicamente una de las primeras respuestas
de defensa de las plantas, también se induce en plantas pretratadas con DHA tras |a infeccién por nematodos a 1 ddi
(Figura 11). Estos resultados indican que la respuesta de la planta para protegerse contra la infeccion por nematodos
se potencia con el tratamiento con DHA.

Ejemplo 9: Induccion de rutas de defensa vegetal en raices de plantas de arroz después de la aplicacién foliar
de DHA

Para confirmar lainduccién de defensa por DHA, se realizé un analisis de expresion génica ("analisis de transcriptoma”;
Figura 12) en raices de plantas de arroz 1 dia después de la pulverizacién foliar con DHA (20 mM) en comparacién
con plantas tratadas de forma simulada. Se encontré que multiples rutas estaban significativamente activadas (valor
de p corregido <0,01) en las raices de las plantas tratadas con DHA, y las cinco rutas mas fuertemente inducidas se
muestran en la Tabla 1. El tratamiento con DHA induce la expresién de genes implicados en la ruta de los
fenilpropanoides, responsable de la produccién de multiples compuestos implicados en la defensa de las plantas, tales
como el &cido salicilico, la lignina y las antocianinas. Esta observacion confirma las medidas de actividad de PAL
(Figuras 9 y 10). Los genes implicados en la produccién de jasmonato, etileno y factores de transcripciéon WRKY, todos
ellos actores bien conocidos en la defensa de las plantas, también se inducen en las raices tras el tratamiento foliar
con DHA.
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Tabla 1. El perfil de expresion génica sistémica mediante secuenciacion de ARN en raices de plantas tratadas
con DHA 20 mM revela la induccion de procesos relacionados con la defensa de las plantas. Se muestran las
5 principales rutas inducidas significativamente y los valores de p ajustados por FDR. DHA:
deshidroascorbato
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Proceso/Funcion Valor p

: ajustado

: Metabolismo secundario.fenilpropanoides 6,57x10-6
Metabolismo secundario.fenilpropanoides.biosintesis de lignina 5,03x10-5

‘Metabolismo del jasmonato 4,09x10-3

EARN.reguIacién de la transcripcién.familia de factores de transcripcion del 4,23x10-3
gdominio WRKY

EMetaboIismo del etileno §1,07x10-2
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de la Férmula I, o un estereoisémero, tautémero, hidrato, sal, éster, solvato, y/o complejo del
mismo, en el que el compuesto de Férmula Il es:

Rz

WO

RO

0 0

en el que R1 y R2 representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, -SO3H, -PO3H2, un grupo
glicosilo, o -COX, en el que X representa un grupo alquilo de C1 a C30 no sustituido o sustituido, o un grupo alquenilo
de C2 a C30 no sustituido o sustituido, para proteger plantas contra la infeccién por nematodos.

2. Uso segun la reivindicaciéon 1, en el que el compuesto es acido deshidroascorbico (DHA), o un estereoisémero,
tautdmero, hidrato, éster o solvato del mismo.

3. Uso segun las reivindicaciones 1 0 2, en el que el nematodo es un nematodo parasito de las raices, en particular
un nematodo agallador y/o un nematodo del quiste.

4. Uso segun la reivindicacion 3, en el que el nematodo agallador se selecciona del grupo que consiste en: Meloidogyne
graminicola, M. javanica, M. incognita, M. arenaria, M. chitwoodi, M. artiellia, M. fallax, M. hapla, M. microtyla, M.
partityla, M. panyuensis, M. naasi, M. exigua, M. enterolobii y M. paranaensis; y/o en el que el nematodo del quiste se
selecciona del grupo que consiste en Heterodera schachtii, H. avenae, H. glycines, H. sacchari, H. carotae, Globodera
pallida y G. rostochiensis.

5. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la planta es una monocotiledénea, en particular
una graminea, mas en particular arroz.

6. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la planta es una dicotiledénea, en particular una
planta de la familia Amaranthaeceae, mas en particular remolacha azucarera.

7. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el compuesto se aplica a las hojas de la planta,
como un recubrimiento de semillas 0 como un empapamiento del suelo.

8. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el compuesto se aplica a las hojas de la planta
mediante pulverizacion.

9. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el compuesto se aplica a la planta como agente
de prehidratacion parcial controlada.

10. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el compuesto estd comprendido en una
composicién agroquimica que comprende ademas un excipiente agricola y/u horticola aceptable.

11. Uso de un compuesto de la Formula Il, o un estereoisdmero, tautébmero, hidrato, sal, éster, solvato, y/o complejo
del mismo, para estimular el crecimiento de raices en plantas infectadas, en particular plantas infectadas por
nematodos, en el que el compuesto de Férmula Il es:

R2

W N0

R0

o e}
en el que R1 y R2 representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, -SO3H, -PO3H2, un grupo
glicosilo, o -COX, en el que X representa un grupo alquilo de C1 a C30 no sustituido o sustituido, o un grupo alquenilo
de C2 a C30 no sustituido o sustituido.

12. Uso segun la reivindicacion 11, en el que el compuesto es acido deshidroascérbico (DHA), o un estereoisémero,
tautémero, hidrato, éster, solvato, y/o complejo del mismo.
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13. Uso de un compuesto de la Formula Il, o un estereoisomero, tautémero, hidrato, sal, éster, solvato, y/o complejo

del mismo, para estimular la defensa inmune de una planta contra la infeccion por nematodos, en particular contra
nematodos parasitos de las raices, en el que el compuesto de Férmula |l es:

Rz

SO

R,0 0

0 o]

en el que R1 y R2 representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, -SO3H, -PO3H2, un grupo

glicosilo, o -COX, en el que X representa un grupo alquilo de C1 a C30 no sustituido o sustituido, o un grupo alquenilo
de C2 a C30 no sustituido o sustituido.

14. Uso segun la reivindicacién 13, en el que el compuesto es acido deshidroascorbico (DHA), o un estereoisémero,
tautomero, hidrato, éster, solvato, y/o complejo del mismo.
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