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@Resumen:

Composicion y método para el recubrimiento de
semillas.

La presente invencién se encuadra en el campo de la
agrobiotecnologia. Especificamente, se refiere a una
composicién y a un método para el recubrimiento de
semillas que mejora la germinacion de las mismas. La
presente invencion también se refiere a una semilla
recubierta con la composicion de la invencion y al uso
de dicha composicién para el recubrimiento de
semillas. La composicién aqui descrita consta de
hongos micorricicos, bacterias del género
Pseudomonas, un hongo del género Trichoderma, un
retenedor de agua, una arcilla, un adherente, un
disuasor de fauna y materia organica.
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DESCRIPCION

Composicion v método para el recubrimiento de semillas

La presente invencidn se encuadra en & campo de la biotecnologia vy mas
concretamente dentro de la agrobiotecnoiogia. Especificamente, se refiere a una
composicion y a un método para &l recubrimiento de semillas gue mejora la germinacion

de las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La busqueda de elementos que ayuden a promover el desarrolio de plantas de forma
ecolégica se ha convertido en uno de los principales objetives de la agricuitura en la
actualidad. Algunos de estos elementos naturales son, por ejempio, el uso de
MICroorganismos que presentan algun tipo de efecio beneficioso sobre las plantas a las

gue se asocian o con las que presentan simbiosis.

Los microorganismos beneficiosos para las plantas (MBP), se consideran una
alternativa natural para aliviar ia presién sobre el medio ambiente resultante de la
agricultura convencional. Esios microorganismos pueden ayudar a las plantas a
mantener o aumentar la productividad al tiempo gue reducen el aporte de agroquimicos,
restauran la fertilidad del suelo v/o superan los problemas causados por o esirés

abidtico y bidtico.

Dentro de los MPB destacan dos grupos principales de microorganismos, las baclerias
y los hongos del suelo, principalmente ias bacterias promotoras del crecimiento de las

plantas, los rizobios, Ios hongos micorricicos vy los hongos del género Trichoderma.

La aplicacion a gran escala de MBF podria no ser viable o econdmicamente factible
teniendo en cuenta ia cantidad de indculo microbiano necesario por planta, por o tanto,
existe ia necesidad de encontrar métodos de inoculacion eficientes y efectivos para

aplicar estos microorganismos.

El recubrimiento de semillas se ha considerade un método preciso y rentable para la

administracion de microorganismos. Ademas, permite ia aplicacidn de los MBF a gran
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escala. El recubrimiento microbiano de semillas comprende e uso de otros
componentes como aglutinantes o elementos de rellenc, gue s& mezclan con el indculo
de microorganismos. Estos componentes se usan fundamentaimente para mejorar la
supervivencia de los microorganismos. Los tipos mas utilizados de recubrimiento de

semillas son el recubrimiento de pelicula, el peletizado y el incrusiado.

El recubrimiento de pelicula utiliza un adhesivo gue suele ser un polimero comao fiiador
para adherir los compuestos activos a la semilla, como fungicidas, insecticidas ©
bicestimulantes. El recubrimiento de pelicula reduce enormemenie el polvo nocivo de
las semillas iratadas, ademas de producir una superficie lisa para que ias semillas fluyan
faciimente a fravés del equipo de procesamiento vy siembra. El recubrimiento de pelicula
no cambia ia forma de la semilla y tiene una menor interferencia con la germinacién de

las semillas y la liberacidn de los componentes activos.

El peletizado rodea ia semilla con una capa que aumanta el tamano y e pesc de la
semilla y asegura una forma lisa y uniforme; tipicamente una esfera u ovoide. La
peletizacion de las semillas mejora su manejo y la eficiencia de la plantaciéon. La
incrustacion de semillas es similar a la pelstizacion con la diferencia principal de que las
semillas incrustadas retienen mas de su forma original. La semilla incrustada esta
recublerta con una capa mas ligera que la peletizacion, destinada a suavizar y
homogeneizar las superficies de la semilla para facilifar su manipulacidon. El peletizado
y la incrustacién aumentan la cantidad aplicada de ingredientes activos vy mejoran el
mangjo de las semillas, especialmente de aguellas semillas que lisnen formas

irregulares.

Dependiendo del tipo de recubrimiento, se utiliza un equipo especifico. El método mas
empleado es ol que uliliza una bandeja giratoria. Por lo general, consiste en una bandsja
redonda inclinada que gira a camara lenta, donde los materiales se agregan
gradualmente, posteriormente se tamizan y finalmente se secan. El recubrimiento de
palicula y la incrustacion también se pueden llevar a cabo utilizando un lecho fluidizado,
un aparate cilindrico donde las semillas se mantienen en suspension por un flujo de aire
caliente vertical (de abajo hacia arriba) constante, mientras se rocian con materiales de
recubrimiento. Otro dispositivo utilizado para la mayoria de los tipos de recubrimiento
de semilias es el recubridor rotativo o rotor-estator, un tambor cilindrico con dos discos

base giratorios, uno concavo, cuya rotacion hace que las semillas se muevan
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constantemente a o largo de las paredes del fambor, y uno mas pequefio que permite

la atomizacion y proyeccion del recubrimiento a la masa de semilla giratoria.

La mayoria de ios estudios sobre MBP aplicados a través del recubrimientc de semillas
tienen como objetivo promover el crecimiento, el rendimiento v ia proteccion de los
cultivos contra patdgenocs. Los estudios han demostrado que el recubrimienio de
semillas con estos microorganismos puede ayudar a los cultivos a msjorar e
establecimiento vy la germinacion de las plantulas o a lograr altos rendimientos y mejorar

la calidad de los alimentos, reduciendo asi el uso de fertilizantes quimicos.

El documento de patente US2019200844A1 divuiga formas de producto que
comprenden susiratos recublertos con particulas que llevan agentes activos, métodos
de obtencidén de dichas formas de producio y los usos de estas. El sustrato es una
pastila de abonoc con un agente activo seleccionado entre pesticidas quimicos,
biofertilizantes como bacterias vivas, levaduras v hongos, algas, esporas bacterianas
vivas, esporas de levadura y esporas de hongos para su usc en la promocion o en ia

rmejora del crecimiento de las raices y/o de los brotes de las semillas germinadas.

El documento de patente US2014342805A1 describe composiciones microbianas y
métodos utiles para la produccidn de plantas de cultivo. En particular, estas
composiciones y matodos son dtiles para mejorar el crecimiento de las plantas y/o
suprimir el desarrolio de patégenos vegetales y enfermedades patégenas. Las semillas
puaden ser recubiertas de manera sustanciaimente uniforme con una o mas capas de
las composiciones microbianas. Al mismo iempo, la compaosicion puede contener otros
agentes capaces de mejorar la germinacién y la calidad de los productos o una

combinacion de ellos, por ejemplo, adherentes, dispersantes y ofros nutrientes.

£l documento de patente W0O2021181422 describe una compaosicion y un proceso para
el recubrimiento de material de siembra utilizando esta composicion. La composicién de
biocapa descrita en esie documento comprende al menos un cultivoe microbiano, un
gxcipiente, un polimero, un acido organico, almiddn y un disolvente. Este documento de
patente {ambién describe un procesc para recubrir un material de semilla gue
comprende: mezclar la composicidn con & cultive microbiano v un pesticida para
obtener la composicidn de biocapa, afadir la composicion de biocapa a un material de

semiila v, finalmente, un paso de secado para recubrir el material de semiila, en el gue
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la adicidon de la composicion de biocapa al material de semilla se realiza en un volumen
en el rango de 5 mi/1000g - 100 mi/1000g de semilla. La composicion de biocapa
proporciona un mayor porcentaje de germinacion, mejora la absorcidn de nutrientes, ef
vigor de ias plantulas y e crecimiento en las semillas recubiertas en comparacion con

las semillas no recubiertas,

Existen diferentes estudios que se basan en el usc combinado de microorganismos
beneficiosos para las plantas con distintos componentes que permiten e recubrimiento
de las semillas con el objetivo de mejorar el rendimiento de las planias vy la profeccidn
de los cultivos contra patdgenos. Sin embargo, existe la necesidad de llevar a cabo una
mayor investigacidn scbre el recubrimiento microbianc de semilias para gue pueda tener

un uso mas amplio.

La investigacion sobre la formulacidn de inoculantes; por ejemplo, 1a supervivencia y la
viabilidad microbiana, ia seleccidn de los componentes ¢ 1os costes de produccidn, adn
esta poco explorada. Incluso cuando se considera el mismo tipo de componentes es
imporiante considerar las propiedades quimicas vy fisicas gue pueden diferir y dictar ia
eficiencia del material de recubrimiento como relleno o portador. En la aclualidad, uno
de los materiales mas utilizados como recubrimiento para diversos usos es ¢l alginato,
ya gue sus granulos ofrecen ia veniaja de no ser 10xicos, ademas de ser incapaces de
abrirse en entornos acidos, mientras que si io hacen con facilidad en entornos alcalinos.
Sin embargo, aunque el alginato fiene la capacidad de aumentar la supervivencia
bacteriana, también puede obstaculizar la germinacidn, reducir la vida Util de las semillas
recubiertas o aumentar el coste del producto final. La combinacion de diferentes MBP
también puede ser un desafio, ya que & funcionamiento de los consorcios microbianos
y s5U supervivencia en las semillas recubiertas estan influenciados por la especie de la

planta y las condiciones de crecimiento.

Por lo tanto, exisle la necesidad de encontrar combinaciones de componentes, incluidos
microorganismos, y métodos que permitan un mejor recubrimiento v encapsulacion de
las semillas, gue mejoren la germinacion de las semillas y la supervivencia de las plantas

una vez germinadas.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La capacidad de mejorar la germinacion de vegetales es importante dentro de la
industria agricola ya que de esta forma se puede conseguir bien un buen crecimiento de
las plantas en regiones poco adecuadas para su desarrollo, o bien mejorar el desarrollo
en lugares adecuados dandoe lugar a una mayor productividad por parte de las plantas,
con el consiguiente beneficio econdmico. Si esios beneficios se dan, ademas,
reduciendo el uso de fertilizantes gquimicos, se genera también un beneficio

medicambiental.

Existen microorganismos beneficiosos para las plantas (MBP) gue pueden tener un
efecto positivo en su crecimiento, aumentando su rendimiento, aportando iolerancia a
diferentes lipos de estrés abidtico o bidtico o mejorande su germinacion. ki
recubrimiento de las semillas de las plantas con estos microorganismos pusde mejorar

la germinacion y supervivencia de las plantas una vez germinadas.

La presente invencion se refiere, en un primer aspecto, a una composicion, de ahora en
adelante “la composicién de la invencidn”, gue comprende: al menocs un hongo
micorricico, una bacteria del género Pseudomonas, un honge del género Trichoderma,
un retenedor de agua, una arcilla, un adherente, al menos un disuasor de fauna vy

materia organica.

Los hongos micorricicos se caracierizan porque para desarrollar su ciclo vital por
completo necesifan establecer relaciones simbidticas con las raices de las plantas
vasculares. Esta relacion se establece mediante la formacién de unas estructuras que
permiten el intercambio de nutrientes y que reciben el nombre de micorrizas. Existen
diferentes tipos de micorrizas, entre ellas destacan las endomicorrizas, las
ectomicorrizas v las ectendomicorrizas. Las endomicorrizas, se caracterizan por la
presencia de hifas en &l interior de las células del cortex radical. Las ectomicorrizas, por
el contrario, se distinguen porgue las hifas del hongo no penetran en el interior de las
células del cortex de las raices. Las ectendomicorrizas se definen por presentar

afinidades con los dos tipos de micorrizas, ectomicorrizas y endomicorrizas.

Los hongos presentes en las ectomicorrizas incluyen, pero sin limitar, a los géneros
Rhizopogon, Cenococcuym, Cortinarius, Thelefora, Pisolithus, Laciarius y Suiflus. Los
hongos presentes en las ectendomicorrizas incluyen, pero sin limitar a, el género

Endogone,
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El término “género” se refiere a la categoria de la dasificacidn biologica {(categoria
taxondmica) gue se ubica entre la familia vy la especie y que comprende una ¢ mas
especies morfologicamente similares relacionadas filogenéticamenta. Por "categoria
taxondmica” se entiende el nivel de jerarquia utilizado para la clasificacion de los
organismos. En la presente invencion se entiende por “especie” una clasificacion
taxondmica inferior al concepto de género. Mas concrefamente se refiere a cada uno de

los subgrupos en los que se dividen los géneros.

En una realizacién particular, el hongo micorricico de la composicién de la invencidn es
seleccionado de la lista de géneros que consiste en. FPisolithus, Rhizopigon, Lactarius,

Tuber o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacién mas particular, &l hongo micorricico es seleccionado de la lista que
consiste en: Pisolithus tinctorius, Rhizopigon roseclus, Lactarius deliciosus, Tuber spp

o cualquiera de sus combinaciones.

Pisolithus tinctorius, Rhizopigon roseolus vy Tuber spp son hongos micorricicos
subterranecs que tienen la capacidad de aumentar la supervivencia de las plantas
cultivadas en condiciones adversas. Son capaces de micorrizar plantas en sus primeros
estadios, proteger la radicula frente a patdgenos, potenciar ia resiliencia de la plantula
por una mayor resistencia al estrés hidrico y mejorar la absorcidon de nuirientes.
Lactarius deliciosus, Rhizopigon roseoclus v Tuber spp son especies comestibles vy
comercializables v se caracterizan porque pueden micorrizar plantas coniferas, por

gjemplo, perc sin limitarse a ello, las especies de pino v pseudotsuga.

En ofra realizacion particular, ia bacteria del género Pseudomonas de la composicion

de la invencion es de la especie Fseudomonas fluorescens.

El género Pseudomonas se caracteriza por ser un género de bacilos recios ©
ligeramente curvados, Gram negativos, oxidasa positives, aerdbicos estricios, aunque
en algunos casos pueden utilizar el nitrato como aceplor de slectrones. La especie
Pseudomonas flucrescens es capaz de ayudar a la planta en su crecimiento inicial con
un efecto bioferiilizante al mismo tiempo gue realiza una sinergia en la micorrizacion de

ta planta con los hongos micorricicos. La especie Pseudomonas fluorescens estimula el
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crecimienio de la plania mediante [a produccion de antibidticos, con o que evita
enfermedades a la planta producidas por ofras bacterias y hongos patdgenocs. También
acelera la germinacion de ias semillas y el crecimiento de las plantas por la sintesis de
hormonas, como auxinas, giberelinas y citoquinas, y otras sustancias, como promotores

especificos de crecimiento.

Las auxinas son un grupn de fitchormonas que funcionan como reguladoras del
crecimiento vegetal {(esenciaimente provocan la elongacion de las células) y pueden ser
naturales (sintefizadas por una célula vegetal de manera silvestre) o artificiales
{sintetizadas en el laboratorio). Ejemplos de auxinas naturales incluyen, sin limitar g,
acido indol-3-acético (AlA), acido 4-cloroindol-3-acélico (4-CI-IAA)Y v acido fenilacético.
Ejemplos de auxinas artificiales incluyen, sin limitar a, acido indolbutirico (AlB) v acido

naftalenacético (ANA).

La giberelina es una fitchormona producida en la zona apical, frutos v semilias, cuyas
principaies funciones son ia interrupcidn del pericdo de iatencia de las semillas,
haciéndolas germinar, la induccién del desarrolio de yemas vy frutos v la regulacion del
crecimiento iongitudinal del tallo. Ejemplos de giberelinas incluyen, sin limitar a, &l acido
giberélico (GA3), giberelina A1 (GA1) v giberelina A4 (GA4).

Las citocinas son fitohormonas que promueven la divisidn y la diferenciacion celular.
Ejemplos de cilocininas incluyen, sin limitar a, la cis- vy firans-zeatina, la
isopenieniladenina, la dihidrozeatina {(con sus respectivos derivados glicosilados), la

benciladening, la kinetina v la topolina.

En otra realizacion particular, el hongo del género Trichoderma de la composicion de la

invencion es de la especie Trichoderma viride.

£l género Trichoderma es un género de hongos de la familia Hypocreaceae. Este género
se caracteriza por tener un efecto de control bioldgico frente a patdgenos. El género
Trichoderma protege el suelo de los cullivos de dos maneras: combatiendo la aparicidén
de plagas v de otros hongos parasitarios en e medio de cullivo de la planta v
estableciendo una relacion con la zona radicular de la planta mediante la cual estimula

el correcto desarrolio de las raices trabajando en sinergia con los hongos micorricicos.
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La especie Trichoderma viride es de amplio espectro, permite controlar eficientemente
hongos fitopatogenos como, por ejemplo, Rhizoctonia, Pythium, Fusarium y Armillaria,
y &5 completamente inocua para los animales, incluyendo a los humanos. Ademas,
promueve el crecimiento de las plantas v degrada compuesios tdxicos presentes en el

suglo.

En otra realizacion particular, el relenedor de agua de la composicidn de la invencidn es
un hidrogel compuesto por Poliacrilale de Potasio, preferiblemente en polvo. Los
retenedores de agua se aplican para la retencién de agua y nuirientes en suelos,
mejorando la gestidn del agua y el crecimiento de las plantas, actuando como reservorio
de agua y liberandola segun ias necesidades de las plantas. Ei hidrogel compuesto por

Poliacrilato de Polasio es ambientaimente seguro v bicdegradable.

En ofra realizacion particular, &l adherente de la composicidn de 1a invencion es un
polimero sintético o natural, preferiblemente seleccionado de la lista que consiste en:
alcohol  polivinilico, acetatc  polivinilico, metilcelulosa, carboximetilcelulosa,
rmaltodexiring, goma arabiga, goma xantana o cualguiera de sus combinaciones, mas

preferiblemente goma xantana.

El término “adherente” se refiere al componente que puede mantener unidos dos o mas
componentes por confacto superficial. La seleccidn del tipe v la concentracidn
adecuados de adherente es crucial para la germinacién de las semillas, el desarrolio de
las plantas vy la viabilidad de los microorganismos aplicados. La goma xantana es un

polisacaride que se exirae de una bacteria y se presenia en un polvo blanguecing.

En ofra realizacién particular, la arcilla de la composicidn de la invencidén es
seleccionada de g lista que consiste en: atapulguita, sepiolita, arcillas cacliniticas, o

cualauiera de sus combinaciones, preferitlements atapulguita.

Las arcillas permiten alojar 1os hongos vy las bacterias descriios en parrafos anteriores,
gue hacen una importante labor en la ayuda al desarrolic de las plantulas. Ademas,
realizan una importante labor de retencidn de agua, aporte de nulrienies y alojamiento

de la radicula en el suelo.
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En ofra realizacion particular, el disuasor de fauna de la composicidn de la invencién es
extracto de chile, perfume de hombre comercial o una combinacién de ambos,

preferiblemente una combinacién de ambos.

El término “disuasor de fauna” se refiere a aquel componente que tiene la capacidad de
ahuyentar a {os animales. Tanto el extracto de chile, como el perfume de hombre

comercial tienen un efecto disuasorio muy satisfacteorio v significative.

En otra realizacidn particular, la materia organica de la composicion de la invencion es

fibra de madera, preferiblemente fibra de madera cribada de menos de 0,5 mm.

En ofra realizacion particular, la composicidon de la invencidn comprende las siguientas
concentraciones: enfre 0,2 y 0,5 gramos de esporas de hongo micorricico, entre 0,3 y
0,8 mi de bacterias del género Pseudomonas, entre 0,1 y 0,3 gramos del hongo del
génerc Trichoderma, entre 0,1 v 0,3 gramos de retenedor de agua, entre 0,05 vy 0,1
gramos de adherente, entre 2,0 v 2,8 gramos de arcilla, entre 0,1 v 0,3 gramoes de
exiracto de chile, entre 0,2 v 0,5 ml de perfume comercial y entre 0,2 vy 0,8 gramos de

materia organica.

En ofra realizacidn mas particular, ia composicion de a invencidon comprende las
siguientes concentraciones: 0,3 gramos de esporas de hongo micorricico, 0,5 mi de
bacterias del género Pseudomonas, 0,1 gramos del hongo del género Trichoderma, 0,1
gramos de retenedor de agua, 0,05 gramos de adherenie, 2,4 gramos de arcilla, 0,1
gramos de extracto de chile, 0,3 mil de perfume comercial v 0,4 gramos de materia

organica.

Los hongos micorricicos se anaden a la mezcla de la invencidn preferiblements en forma
de espora. K {érmino “espora’ se refiere a la célula reproductora producida en los
esporangios de los hongos, va sea asexuaimente o como resultado de un procesoe de
reproduccién sexual, generaimente haploide v unicelular, que al mismo tiempo permite

la dispersidn y la supervivencia por largo tiempo (dormancia) en condicionas adversas.

En ofra realizacidn particular, la composicidn de la invencidn pusde comprender ademas
ofros elementos necesarios para la germinacién, el desarrolio y el crecimiento de la

planta. Asi, dicha composicidn puede opcionalmente comprender, aungue sin limitamos,
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fuenies de carbono, sales minerales y/o nufrientes organicos € inorganicos. La
composicion puade comprender también ofros elementos, como biofertilizantes o
bicestimulantes gue favorezcan la germinacion, al iempo que protejan a las semillas vy
gviten que se sequen. El término “biofertilizante” fal v como se utiliza en la presente
invencidn se refiere a sustancias o mezclas de las mismas producidas por organismos
o a los mismos organismos, los cuales, ayudan al crecimiento y/o desarrciio de las
plantas. El término “bicestimulante” en la presente invencidn se refiere a sustancias y/o
FHCroOrganismos que meioran la nutricién aportada por el fertilizante, potenciando ia
absorcion de nutrientes, ayudando al cultivo frente a condiciones de estrés y actuando
sobre [os procesos bioquimicos que mejoran el metabolismo de la planta, haciendo gue

se obtengan producciones de mayor calidad y cantidad.

Adicionalmente, la composicion de la invencidén puede comprender compuesios que
participen en el desarrolio vegetal, tales como las fitohormonas. Las filohormonas son
sustancias producidas por las células vegetales que intervienen en multitud de procesos
biclogicos ¥y que son capaces de regular los fendmenos fisiologicos de las planias.
Ejemplos de fitchormonas que pueden emplearse en la composicidon de la invencién
incluyen, sin limifar a, auxinas, giberelinas vy citocings. Los {érminos “auxinas”,
“giberalinas” y “citocinas” han sido definidos o explicados en parrafos anteriores, y dicha
definicidn es aplicable al presenie aspecto inventivo. Ademas, la composicién de la
invencidn también puede comprender macroelementos y microslementos que

proporcionen nutrientes a las plantas.

Los macroslementos son aquselics elementos que se expresan comoe % en la planta o
en g/100¢g. Los principales son nitrdgeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio v azufre.
Los microelementos se expresan como ppm. (parte por millén) = mg/Kg = mg /1000q, v
los principales son hierro, cing, cobre, manganeso, molibdeno, boro v clore. Exisien
ademas olros nutrienies beneficiosos como por ejemplo el silicio, ©f sodio v &l cobalto

gue fortalecen algunas caracteristicas de las plantas en diferentes especias.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al uso de la composicion de la invencidn

para el recubrimiento de semillas.

El recubrimiento de semillas es el proceso por el que se recubre la superficie de la

semilla con materiales exdégenos (solidos y/o liquidos), formands una capa mas o menocs
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continua, con el objetivo de proporcionar y/o liberar compuestos activos como
requladores de crecimiento, micronutrientes e indculos microbianos, gue protejan a la
semilla frente a fitopatégencs y permitan una mejora de ia germinacién y del crecimiento

de la planta.

Los tipos de recubrimienio de semiilas son ampliamente conocidos en el estado de la
técnica y cualguiera de ellos pusde emplearse en el contexio de la presente invencion.
La eleccidn del tipo de recubrimiento (por ejemplo, recubrimiento tipo pelicula,
incrusiacidén o peletizado), dependerd de ios requisitos del cultivo. En una realizacion
preferida del uso de la composicidn de la invencién para &l recubrimiento de semillas,

dicho recubrimiento es del tipo biopelicula (biofilm).

Las técnicas v los equipos para e recubrimiento de semillas también son ampliamente
conocidos en el estado de la técnica, v cualquiera de ellos puede emplearse en el
contexto de la presente invencidn. No obstante, en una reaglizacién particular, el
recubrimiento de ia semilla puede realizarse empleando una bandeja giratoria, un lecho

fluidizado o un recubridor rotative (rotor-estator).

Otro aspecio de la presente invencidn se refiere a una semilla recublerta con la

composicion de la invencion, de ahora en adslante "la semiila de la invencidn”.

La semilla de ia invencidn puede pertenecer a cualquier planta como, por ejemplo, pero

sin limitar a, plantas forestales, de cullivo, ornamentaies v forrajeras.

En una realizacion particular, la semilla de la invencion ademas esta encapsulada en un
material semifluido que comprende fibra de madera, preferiblemente gue comprende el
producto comercial ForestGold®, El producto comercial ForestGold® comprende fibra

de madera v urba en una proporcidn de 80/20.

En ofra realizacion particular, el material semifluido ademas comprende agua, quitosano

¥y goma xantana.

La fibra de madera junto con & agua, el quitosanc y Ia goma xantana permite crear un
material de una fextura flexible pero resistente, que hace que la semilla de la invencidn

recubierta con la composicidn de la invencidn pueda ser dispersada en el campo
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utilizando varios medios, como, por ejemplo, pero sin limitar a, drones, quads, robots,

maguinas de siembra.

En ofra realizacidn particular, el encapsulado es de al menos 1cm?® de grosor alrededor

de la semilla de la Invencidn.

En la presente invencion, el término “encapsula’” ¢ "encapsulado” se refiere al proceso
por el que a la semilla recubierta con la composicion de la invencion se le afaden otros
materiales exdgenos, formando una capsula, con el objetivo de mejorar su manejo y/o

dispersidn, v proteger a la semilla frente a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico.

Otro aspecto de la presents invencion se refiere a un meétodo, de ahora en adelante “gf
método de ia invencién”, para el recubrimiento de semillas, que mejora la germinacidn
de las mismas, y que comprende {os siquientes pasos:

i) preparar la compaosicion de la invencion;

i} anadir la mitad de la composicion preparada en (i) a ia semilla en presencia

de agua y homogeneizar,

i) afadir la otra mitad de la composicidn preparada en (i) a la semilla resultante

del paso (i} en presencia de agua y homogenizar,

iv} dejar secar la semilla resultante del paso (i), ¥

v) preferiblemente repetir los pasos () a (iv) al menos una vez mas, mas

preferiblemente al menos cuatro veces mas.

Como entiende el experio en la materia, el tamanio del recubrimiento de la semilla es
requiable, por lo que, tal vy como se describe en el paso (v) del método de la invencidn,
se pueden repetir los pasos (i) a (iv) con el objetivo de conseguir un recubrimiento de
mayor tamano. Preferiblemente, se repiten los pasos {i} a (iv) del método de la invencidn

al menos una vez mas, y mas preferiblemente se repiten al menos cualro veces mas.

En ofra realizacion particular, el secado del paso (iv) del método de la invencidon se

realiza a una temperatura de entre 20 y 25 °C, preferiblemente a 22 °C.

En otra realizacion particular, el método de la invencién comprende una etapa adicional
(vi) de encapsulado de la semiila resultante en un material semifivido que comprende

fibra de madera, preferiblemente que comprende el producto comercial ForestGold®.
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El término "encapsular” © “encapsulado” ya ha sido definide ¢ explicado en parrafos

anteriores y dicha definicion es aplicable al presente aspecio inventivo.

En ofra realizacion particular, el material semifluido ademas comprende agua, quitosano

¥y goma xantana.

En ofra realizacion particular, &l encapsuiado del paso (vi) se realiza hasta aporiar al

menos 1 cm® de material semifiuido alrededor de la semilla.

Como entiende el experto en la materia, se pueden emplear diferentes sustratos para
encapsular la semilla. Estos sustratos tienen gue permitir un buen alciamiento de la
semilia en el suelo y un buen desarrollo de la radicula. En el método de la invencién, el
sustrato empleadc para la encapsulacidn de la semilla es la fibra de madera, pero
pueden emplearse alternativa o adicionalmente otros sustratos como, por ejemplo, pero
sin limitar a: turba (turba rubia, twrba negra), turba cribada, turba no cribada, vermiculita

o periita.

En ofra realizacion particular, el método de la invencidn ademas comprende un paso
adicional al final del méiodo donde dicho paso comprende escarificar las semillas
resultantes en perdxido de hidrégeno, preferiblemente al 20-40%, mas preferiblementes
al 30%, y/o hidratar las semillas resultantes en agua destilada, preferiblemente durante

al menos 24h.

La escarificacidn es una técnica que se lleva a cabo con &l fin de acortar el tiempo de
germinacion de las semillas. Se trata de una abrasion de la pared exterior de la semilla
(tegumento) para permitir gue &l endospermo entre en contacto con el aire y el agua, Se
puede realizar por abrasidn, con productos guimicos, ¢ de forma fisica ¢ mecanica
empleando un cuchillo, aguja o pape! de lija, teniendo cuidado de no dafiar el interior de
la semilia. En la presente invencidn, la escarificacidn de las semillas se hace con
productos quimicos; preferiblements se hace una inmersidn de las semillas en peroxido
de hidrogeno (Hx02), mas preferiblemente a una concentracion de enire of 20% y €l
40%, ambos extremos incluidos, aun mas preferiblemente a una concentracién del 30%,
mas preferiblemente en agitacion. La escarificacion de las semillas puede ser mas o

menoes agresiva, dependiendo del tiempo de inmersion de las semilias en H:0n. El que
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sea MAas o menos agresiva depende del tamano de la semilia, es decir, cuanio mas

pequefia sea la semilia, menos tiempo durara la inmersion en HOs,

EJEMPLOS

A continuacidn, se ilustrard la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesio la efeclividad de la composicion y del método de ia
invencion.

1. Componentes

Los inveniores han llevado a cabo una busqueda de componentes que mejoren la

germinacion y la supervivencia de las plantas una vez germinadas.

1.1, Hongos micorricicos

Existe una gran variedad de hongos micorricicos que colonizan las plantas. Los
inventores han seleccionado cuatro hongos para su incorporacion en las semillas. Estos

hongos son:. Fisolithus tinctorius, Rhizopogon roseolus, Laclarius deliciosus, v Tuber
SPP.

Estos hongos han sido seleccionados por ser hongos pineros, en especial Pisolithus y
Rhizopogon. Son capaces de micorrizar plantas en sus primeros estadios, proteger ala
radicula frente a patdgenos, potenciar la resiliencia de la plantula por una mayor
resistencia al estrés hidrico, mejorar la absorcién de nutrientes y crecer mas. Ademas,
Rhizopogon roseolus, Lactarius deficiosus y Tuber spp son especies comestibles y

comercializables.

1.2. Bacterias

Las bacterias seleccionadas por los inventores han side bacterias del género
Fseudomonas, mas concretamenie de la especie Fseudomonas fluorescens. P
fluorescens es capaz de ayudar a la planta en su crecimiento inicial con un efecto
biofertilizante al mismo tiempo que realiza una sinergia en la micorrizacion de la planta

con los hongos mencionados en el apartado anterior.

1.3. Hongos del génere Trichoderma

Los inventores han seleccionado la especie Trichoderma viride por el efecto de conirol
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biologico frente a patdgenos que tiene este hongo. Ademas, Trichoderma viride tieng un

amplio espectro de actuacion.

1.4. Materia organica

Los inventores han seleccionado diferentes tipos de materia organica para ser testados
como aditive. Estas materias son: fibra de madera cribada <0.5 mm, turba cribada <0.5

mm, polvo de mazorca de maiz 250 u o biocarbon 250 w.

Los inventores realizaron varias pruebas de adherencia v encapsulado con estos lipos
de materia organica y con el resto de los componentes definidos en este apartado v,
finalmente, seleccionaron la fibra de madera por generar of mejor resuitado, ademas de

ser el producto mas sostenible y con certificado ecoldgico.

1.5 Disuasorios de fauna

Los inventores han seleccionado dos aditivos como disuasorios de fauna ecoldgicos y
de residuo O; el extracto de chile y el perfume de hombre comercial. Los resultados
obtenidos con los dos productos fueron similares; presentaban un efecto disuasorio muy
satisfactorio y significativo sobre las semillas no tratadas. Sobre 100 semillas colocadas
en un entornoc con gran nuamerc de roedores y congjos, las semillas tratadas tuvieron un

45% menos de depredacion.

1.8. Geles v retenedores

En el estado de la téonica estos productos ya han sido testados en numerosos ensayos.
Los inventores han decidido utilizar un hidrogel compuesto por Poliacrilate de Potasio,

preferiblemente en polvo.

1.7. Adherentes

Entre los muchos adherentes gue se conocen en el estado de la {écnica, enire ellos, el

alcohol polivinitico, el acetato polivinilico, la metilcelulosa, carboximetilcelulosa,
maltodextring, goma arébiga ¢ goma xantana; los inventores han elegido la goma
xantana como adherente por ser un producic econdmico vy con una capacidad adherente

elevada.

1.8. Arcillas

Las arcillas permiten alojar los indculos de los hongos y bacterias que hacen una
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imporiante labor ayudando al desarrclio de las plantulas. Ademas, realizan una
importante labor da retencitn de agua, aporte de nufrientes y permiten el alojamiento de
la radicula en el suelo. Los inventores seleccionaron tres tipos de arciila para ser
testadas: atapulquita, sepiolita y arcillas caoliniticas. El producto final encapsulado fue
similar con las tres arcillas seleccionadas, aungue el mejor encapsulado se obtuvo con

atapulguita.

2. Técnicas de empildoramiento

Los inventores han realizado un gran numero de ensayos de empildorado afiadiendo
diferenies concentraciongs de los componentes mencionados en el apartado anterior.
Han utilizado una técnica similar (biopelicula) a la que se uliliza para el recubrimiento de
semillas agricolas con fungicidas, pero han introducido una serie de medificaciones &

innovacioneas las cuales se describen a continuacion.

En primer iugar, para realizar el recubrimiento de semillas se prepard una mezcla con
diferentes aditivos para probar su recubrimiento. Las proporcionss de cada aditivo para
30 g de semillas fueron las siguientes:

-0.3 g de esporas de Pisolithus tinciorius, Rhizopigon roseolus, Lactarius

deficiosus y Tuber spp al 33%.

- 0.5 mi de la bacteria Pseudomonas fluorescens.

- 0.1 g del hongo Trichoderma viride.

- 0.4 g de fibra de madera.

- 0.1 g de gel refenedor.

- .05 g de goma xantana.

- 2.4 g de atapulguita.

- 0.1 g de extracto de chile

- 0.2 mi de perfume comercial.

Una vez preparada la mezcia, se introdujeron las semillas en un recipiente estanco y se
les afiadid 1.1 mi de agua, se homogeneizd mediante agitacidn, y posteriormente se
anadié la mitad de la mezcla preparada previamente. Se agitd hasta conseguir
homogeneidad y se repitié el mismo proceso con el agua y la mezcla de aditivos

restantes.

Se dejaron secar las semillas a una temperatura de 22 °C, y una vez secas, se llevo a
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cabo el mismo proceso cualro veces mas con &l fin de crear un recubrimienio mas

grueso.

3. Desarrolio de una cépsula biodegradable
Los inventores han desarrollado ademas una nueva capsula bicdegradable, definiendo

asi un nuevo producto con una elevada eficiencia.

Se testaron un gran numero de encapsulados de semillas de todo tipo. Para que la
semilla fuviera un buen alojamiento en el suelo y un buen desarrollo de [a radicula debia
contener algo lo mas similar posible a lo que encueniran las semillas en un vivero, donde
las condiciones son las optimas para la germinacién de las semillas. De asta forma, los
inventores comenzaron a trabajar con turbas y sustratos para la fabricacion de la
capsula biodegradable. Tras realizar ensayos con distintos tipos de turba (turba rubia,
furba negra), cribada y no cribada, vermicuiita y perlita, optaron por utilizar un producto
comercial basado en la fibra de madera. Este producto es sostenible v se genera a partir
de madera y no de turba, que es un producio exiractivo no sostenible. Asi, los inventores
llevaron a cabo los ensayos en l0s gue generaron una capsula de fibra de madera
usando como sustrato el producto denominado ForestGold® producido por la empresa
Pindstrup. Con esta fibra se generd un polimero con la adicion de agua, guitosano y
goma xantana que permitid crear un material de una textura flexible, pero resistents,
capaz de ser dispersado en gl campeo por diferentes medios comge, por ejemplo, drones

0 maquinas de siembra.

El resultado final consistié en una semilla encapsulada en un biomaterial semifluido
capaz de alcjar no solo la semilla sino los aditivos anteriormente testados con éxito. ki
tamafno del encapsulado es reguiable, peroc supone aportar 1 cm® de biomaterial
alrededor de la semilla conteniendo los hongos micorricicos, las bacterias, 1os hongos
del género Trichoderma, 10s retenedores de agua, las arcillas, ins disuasorios de fauna

y la materia organica en un elevado porcentaie (90% en peso).

Los ensayos de garminacién realizados con este encapsuladoe han dado un resultado
del 100% de fiabilidad, es decir, han permitide la germinacion del 100% de las semillas
tratadas con esta técnica, siempre teniendo en cuenta ia capacidad germinativa de cada

iote de semillas ufllizado.
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4. Nuevos sistemas de pregerminacién

Los inventores han utilizado dos técnicas para los ensayos de pregerminacion.

4 1. Escarificacién con perdxido de hidrdgeno

Los inventores han realizado ensayos con tiempos diferentes para distintas especies.
En todos los casos se realizd una inmersidn de las semillas en HxO: al 30% de

concentracion en agitacion y posteriormente se hizo un iavado con agua destilada.
Para Pinus pinga y Pinus pinaster se hizo una escarificacién de 20 minutos. Mientras
que, para Pinus halepensis, Pinus nigra, Pinus sylvestris y Pinus radiata se realizd una

aplicacion menos agresiva, de 3 minutos, debido al pequeiio tamafio de ias semillas.

Este sistemna tuvo unos resuliados muy dispersos de forma general, pero supuso una

mejora en la germinacion de las semillas de P. pinea y P. pinaster del 8%.

4 2 Hidratacion a 24 horas en agua destilada

Se trata de un fratamiento muy comun, pero con un efecto muy positivo con el objetivo

de consequir [a germinacion rapida de las semillas.
En ambos casos se vieron importantes diferencias en la velocidad v desarrclic en la

germinacion. Como dato medic se obtuvo una reduccitn del 84% en el tiempo de

germinacion de la semilia.
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REIVINDICACIONES

Composicidén que comprende: al menos un hongo micorricico, una bacteria del
génere Pseudomonas, un hongo del génerc Trichoderma, un retenedor de agua,

una arcilia, un adherente, al menos un disuasor de fauna y materia organica.

Composicion segun {a reivindicacion 1, donde el hongo micorricico es seleccionado
de la lista de géneros que consiste en: Fisolithus, Rhizopigon, Lactarius, Tuber o

cualquiera de sus combinaciones.

Composicidén segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde el hongo
micorricico s seleccionado de la lista que consiste en: Pisclithus tinctorius,
Rhizopigon roseclus, Laclarius deliciosus, Tuber spp o cualquiera de sus

combinaciones.

Composicion segun una cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la bacteria

del género Pseudomonas es de la especie Pseudomonas fluorescens.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el hongo del

génere Trichoderma es de la especie Trichoderma viride.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde ¢l retenedor
de agua es un hidrogel compuesto por Poliacrilato de Potasio, preferiblemente en

polvo.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde ef adherente
s un polimero sintético o natural, preferiblemente seleccionado de la lista que
consiste en:  aicohol  pdolivinilico, acsiato  polivinilico, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, maliodexiring, goma arabiga, goma xantana o cualquiera de

sus combinaciones, mas preferiblemente goma xantana.
Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la arcilia es

selaccionada de ia lista gue consiste en: atapulguita, sepiolita, arcillas cacliniticas, o

cualguiera de sus combinaciones, preferiblemente atapulguita.

20



10

15

20

25

30

35

g

10.

11.

12.

13.

14.

15.

18.

ES 2957 733 Al

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el disuasor
de fauna es exiracto de chile, perfume de hombre comercial o una combinacion de

ambos, preferiblemente una combinacion de ambos.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la materia
organica es fibra de madera, preferiblements fibra de madera cribada de menos de

8.5 mm.

Composicion segun una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende
las siguientes conceniraciones: entre 0.2 y 0,5 gramos de esporas de hongo
micorricico, entre 0,3 v 0,8 mi de bacterias del género FPseudomonas, entre 0,1y 0,3
gramos del hongo del género Trichoderma, entre 0,1 y 0,3 gramos de retensdor de
agua, entre 0,05 y 0,1 gramos de adherente, entre 2,0 y 2,8 gramos de arcilla, enire
0,1y 0,3 gramos de exiracto de chile, entre 0,2 v 0,5 mi de perfume comercial v

entre 0,2 v 0,8 gramos de materia organica.

Composicion  seqgun  la reivindicacidn 11, que comprende las siguientes
concentraciones: 0,3 gramos de esporas de hongo micorricico, 0,5 mi de bacterias
del género Fseudomonas, 0,1 gramos del hongo del génerc Trichoderma, 0,1
gramos de retenedor de agua, 0,05 gramos de adherente, 2.4 grames de arcilla, 0,1
gramos de extracio de chile, 0,3 ml de perfume comercial y 0,4 gramos de materia

organica.

Usec de la composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para el

recubrimiento de semillas.

Semilla recublerta con {a composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones
1a12.

Semilla segun la reivindicacion 14 gue ademas esta encapsulada en un maierial
semifluide que comprende fibra de madera, preferiblemente que comprende el

producto comercial ForestGold®.

Semilla segun la reivindicacion 15, donde el material semifluido ademas comprende

agua, quitosano y goma xantana.
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Semilla segun cualguiera de las reivindicaciones 15 0 18, donde el encapsulado es

de al menos 1cm® de grosor.

Método para el recubrimiento de semillas que comprende [os siguientes pasos:
i) preparar una composicion segun una cualquiera de las relvindicaciones 1 a
12;
ii) afadir la mitad de la composicion preparada en (i) a ia semilla en presencia
de agua y homogensizar,
i) afadir Ia ofra mitad de la composicidn preparada en (i) a la semilla resultante
del paso (i} en presencia de agua v homogenizar,
iv} dejar secar la semilla resultante del paso (i), ¥
v) preferiblemente repetir los pasos () a (iv) al menos una vez més, mas

preferiblemente al menos cuatro veces mas.

Método segun la reivindicacion 18, donde &l secado del paso (iv) se realiza a una

temperatura de entre 20 v 25 °C, preferiblemente a 22 °C.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 18 0 18, que comprende una etapa
adicional (vi) de encapsulado de la semilla resuliante en un material semifluide que
comprende fibra de maderg, preferiblemente que comprende el producto comercial
ForestGold®.

Método segun la reivindicacion 20, donde el material semifluido ademas comprende

agua, quitosanoc y goma xantana.

Meétodo segun cualguiera de las relvindicacionas 20 ¢ 21, donde el encapsulade del
paso (vi) se realiza hasta aportar al mencs 1 cm® de material semifiuido alrededor

de la semilla.

Método segun una cuaiguiera de las relvindicaciones 18 a 22, gue ademas
comprende un paso adicional al final del método donde dicho paso comprende
escarificar las semillas resultantes en perdxido de hidrégeno, preferiblemente al 20-
40%, mas preferiblemente al 30%, y/o hidratar las semillas resulianies en agua

destilada, preferiblemenie duranie al menos 24h.
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